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RESUMO

O numero crescente de defeitos dsseos causados por traumas, patologias, defeitos
congénitos e envelhecimento da populacdo infere no uso de substitutos 6sseo para a
regeneragdo de tecidos. Neste contexto, esta pesquisa tem como hipotese aliar as
caracteristicas elastomeras do polimero poli (glicerol sebacato) (PGS), a bioatividade
conferida por fosfatos de célcio (CaP) de interesse bioldgico auxiliando a cicatrizagdo e
remodelagdo de tecidos danificados ou perdidos, a incorporagdo de nanoparticulas de
prata (AgNPs), obtidas por sintese biogénica, objetivando aliar propriedades terapéuticas
antinflamatoérias e antimicrobiana. O PGS ¢ sintetizado a partir de acido sebacico e
glicerol (1:1) por aquecimento em micro-ondas, e seguida pela etapa de cura a 150 °C por
24 horas. A deposi¢ao da fase inorganica a base de fosfatos de célcio na matriz organica
foi conduzida por método biomimético a partir de solugdo de simulacdo de fluidos
corporais (SBF, do inglés Simulated Body Fluid) sob trés diferentes condigdes de
composicdes ionicas. As AgNPs foram sintetizadas por rota verde, a partir do extrato de
propolis vermelha e, entdo, incorporadas nas membranas por dois processos diferentes
(1) imersd@o e (2) evaporacdo de solvente. As amostras PGS controle, PGS/CaP,
PGS/AgNPs e PGS/CaP/AgNPs foram caracterizadas por microscopia eletronica de
varredura (MEV), espectroscopia na regido do infravermelho médio com reflectancia
total atenuada (ATR-FTIR), grau de intumescimento, degradacdo hidrolitica e ensaios
biologicos por método indireto. As amostras PGS controle e PGS/CaP foram submetidas
a ensaios mecanicos de compressdo e calorimetria exploratdria diferencial (DSC). As
amostras PGS controle e PGS/SBF0 foram submetidas a analises de termogravimetria
(TGa). As AgNPs foram caracterizadas por UV-vis e espalhamento dindmico de luz
(DLS). As amostras PGS/AgNPs e PGS/CaP/AgNPs foram submetidas a ensaios de
liberacdo in vitro a fim de quantificar a liberagdo de AgNPs. A padronizacdo da sintese
do PGS assistida micro-ondas possibilitou redugdo de tempo nas etapas de pré-
polimerizagao e cura quando comparada ao método convencional de policondensacao sob
pressao reduzida (24 ou 48h) seguido por cura do material at¢ 96h. Os resultados
macrovisuais das membranas densa e esponjas apresentaram caracteristica consistente
para a aplicagdo em tecido dsseo, sendo a membrana esponja altamente porosa,
mimetizando a fase esponja do tecido, € a membrana densa possui uma flexibilidade
atraente para a aplicagdo. Os resultados de MEV indicam a reticulagdo do material obtida
com sucesso, juntamente com a deposi¢do de CaP sobre a superficies da membrana, essas
fases que podem estar mistas gracas a solucdo SBF. As caracterizagdes referentes a
composic¢ao quimica do PGS realizadas por ATR-FTIR apresentam bandas caracteristicas
do processo de polimerizacao do material, sendo possivel observar seus deslocamentos,
e apresentam bandas caracteristicas de CaP, comprovando novamente a deposi¢ao sobre
as membranas. Os testes de intumescimento e degradacao hidrolitica apresentam que o
material possui uma caracteristica hidrofobica, passando para hidrofilica com a presenca
de poros, e que seu indice de degradacao esta satisfatorio para o nivel de reticulacao do
material apresentado pela literatura. Os resultados de ensaios de compressdo indicam que
o PGS possui um nivel de resisténcia, porém nao tanto quando comparado a outros
polimeros utilizados em regeneragdo dssea. Os testes de DSC e TGa apresentam o
comportamento térmico do material, mostrando que ele sofre transi¢cdo vitrea e se degrada
acima de 400 °C. Os ensaios biologicos indicam que o material possui
biocompatibilidade, porém precisa de tratamentos para correcdo de pH. Os testes de
liberacdo de AgNPs indicam que possui perspectivas de cinética de liberacdo. Sendo
assim, o PGS ¢ um bom candidato para regeneracao 0ssea, com as devidas incorporagdes
de CaP e AgNPs.

Palavras-chave. Polimeros biodegradaveis. Materiais bioativos. Nanotecnologia verde.
Regeneracao Ossea.



ABSTRACT

The increasing number of bone defects caused by traumas, pathologies, congenital
defects, and aging of the population necessitates the use of bone substitutes for tissue
regeneration. In this context, this research hypothesizes combining the elastomeric
characteristics of the polymer poly (glycerol sebacate) (PGS) with the bioactivity
conferred by calcium phosphate (CaP) of biological interest, aiding in the healing and
remodeling of damaged or lost tissues. The incorporation of silver nanoparticles (AgNPs),
obtained through biogenic synthesis, aims to combine anti-inflammatory and
antimicrobial therapeutic properties. PGS is synthesized from sebacic acid and glycerol
(1:1) by microwave heating, followed by curing at 150 °C for 24 hours. The deposition
of the inorganic phase based on calcium phosphates in the organic matrix was conducted
through a biomimetic method using a simulated body fluid (SBF) solution under three
different ionic composition conditions. AgNPs were synthesized through a green route
using red propolis extract and then incorporated into the membranes by two different
processes: (1) immersion and (2) solvent evaporation. The PGS control, PGS/CaP,
PGS/AgNPs, and PGS/CaP/AgNPs samples were characterized by scanning electron
microscopy (SEM), attenuated total reflectance Fourier-transform infrared spectroscopy
(ATR-FTIR), swelling degree, hydrolytic degradation, and indirect biological assays. The
PGS control and PGS/CaP samples underwent compression mechanical tests and
differential scanning calorimetry (DSC). The PGS control and PGS/SBF0 samples were
subjected to thermogravimetric analysis (TGA). AgNPs were characterized by UV-vis
and dynamic light scattering (DLS). The PGS/AgNPs and PGS/CaP/AgNPs samples
underwent in vitro release tests to quantify AgNPs release. The standardization of
microwave assisted PGS synthesis allowed a reduction in time for pre-polymerization and
curing compared to the conventional polycondensation method under reduced pressure
(24 or 48h) followed by material curing for up to 96h. The macrovisual results of dense
and sponge membranes exhibited consistent characteristics for bone tissue application,
with the sponge membrane being highly porous, mimicking the sponge phase of the
tissue, and the dense membrane having attractive flexibility for application. SEM results
indicate the successful crosslinking of the material along with CaP deposition on the
membrane surfaces, these phases may be mixed due to the SBF solution.
Characterizations related to the chemical composition of PGS by ATR-FTIR show
characteristic bands of the material's polymerization process, with observable shifts, and
exhibit CaP characteristic bands, confirming the deposition on the membranes. Swelling
and hydrolytic degradation tests show that the material has hydrophobic characteristics,
transitioning to hydrophilic with the presence of pores, and its degradation rate is
satisfactory for the material's crosslinking level presented in the literature. Compression
test results indicate that PGS has a level of resistance, though not as much when compared
to other polymers used in bone regeneration. DSC and TGA tests present the thermal
behavior of the material, showing glass transition and degradation above 400 °C.
Biological assays indicate that the material is biocompatible but requires pH correction
treatments. AgNPs release tests indicate promising release kinetics. Therefore, PGS is a
good candidate for bone regeneration, with the appropriate incorporations of CaP and
AgNPs.

Keywords: Biodegradable polymers. Bioactive materials. Green nanotechnology. Bone

regeneration.
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1. INTRODUCAO

O tecido 6sseo desempenha papel fundamental no sistema esquelético do corpo
humano e tem como principal fungao fornecer suporte estrutural permitindo o movimento
e protegendo os o0rgdos internos. Composto por uma matriz mineralizada rica em célcio e
fosfato, juntamente a células especializadas como osteoblastos e osteoclastos, o tecido
0sseo ¢ dinamico e esta em constante processo de remodelacao. Além de sua fungdo
mecanica, também desempenha papel na regulacdo da homeostase de minerais, como
calcio e fosforo, ajudando a manter niveis adequados desses elementos no sangue. O
estudo do tecido 0sseo € relevante para entender a anatomia e fisiologia do corpo humano
e para desenvolver pesquisas e tratamentos relacionados a varias condigdes médicas que

afetam o sistema esquelético (Salhotra et al., 2020).

Neste contexto, a regeneragdo Ossea ¢ um processo natural do corpo humano e
desempenha papel na capacidade dos tecidos 6sseos se recuperarem apos lesoes, fraturas
ou cirurgias. Esse processo de regeneragdo ¢ coordenado por células especializadas, como
os osteoblastos (responsaveis pela producdo da estrutura 6ssea) e os osteoclastos
(responsaveis por remodelé-la). A complexidade desse processo ¢ influenciada por varios
fatores incluindo a vascularizacao da area afetada, a presenca de nutrientes essenciais e a
interagdo entre as células e os fatores de crescimento. Compreender os mecanismos
referentes a regeneracdo Ossea possibilitam desenvolver abordagens terapéuticas
inovadoras em areas como traumatologia, ortopedia e odontologia, com o objetivo de
promover uma recuperagdo eficaz e a restauragdo completa da funcao 6ssea (Florencio-

Silva et al., 2015).

Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) em 2022 foram relatados
aproximadamente 8.9 milhdes de casos envolvendo fraturas Osseas mundialmente,
tornando o estudo do processo de regeneracdo Osseas e materiais para serem utilizados

nestas aplicacdes de extrema importancia (De Villiers; Goldstein, 2022).

No sentido de regeneracdo do tecido dsseo, as falhas no processo de remodelacao
podem ocorrer em casos de lesdes no tecido dsseo que envolvem uma perda tecidual
excessiva e limitagdes na regeneragdo Ossea espontanea (Ho-Shui-Ling et al., 2018).
Embora os autoenxertos (do paciente) ou aloenxertos (de um doador) sejam considerados

0 padrdo-ouro, algumas limitagdes sdo apontadas incluindo extensdo da area a ser
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reparada, condigdes aceitaveis da area doadora, desconforto para o paciente, transferéncia

de patdgenos e recuperacdo prolongada (Iaquinta et al., 2019).

Desta forma, os biomateriais surgem como alternativa de material aloplastico para
favorecer o crescimento Osseo em aplicagdes biomédicas como reconstrucio
maxolofacial, periodontia e ortopedia (Hench; Roki; Fenn, 2014). Nesta perspectiva, a
literatura vem reportando novas estratégias por meio da combinacdo de polimeros
biodegradaveis com bioceramicas, sendo apontados como materiais com propriedades
mecanicas, estabilidade  fisiologica, capacidade de  biomineralizagdo e

citocompatibilidade (Yang et al., 2015).

Dentre a ampla gama de biomateriais, os biomateriais poliméricos que t€m como
base estruturas de polimeros (caracterizadas por cadeias moleculares longas) e sdo
minuciosamente confeccionados para interagir de maneira segura e eficaz com sistemas
bioldgicos. O que torna os biomateriais poliméricos particularmente notaveis ¢ sua
variedade de aplicacdes que vao desde implantes médicos, como proteses e suturas, até
sistemas de liberagdo controlada de medicamentos e veiculos para terapias genéticas. A
maleabilidade desses materiais e a capacidade de serem adaptados para atender as
necessidades especificas favorecem seu uso na engenharia de tecidos, viabilizando a
criacdo de estruturas que promovem a regeneragdo e reparo de 6rgaos e tecidos lesados.
Além disso, biomateriais poliméricos tém a caracteristica de biocompatibilidade, ou seja,
a interacdo com o corpo ndo desencadeia reacdes adversas (Aoki; Saito, 2020; Ratner,

2013).

O poli (glicerol sebacato) (PGS) € um biomaterial polimérico de interesse na area
da engenharia de tecidos e regeneracdo de orgdos. Este polimero € obtido por meio da
reagdo entre o glicerol e o 4cido sebécico, formando uma estrutura biocompativel e
biodegradavel. O PGS apresenta propriedades singulares que o tornam altamente
adequado para diversas aplicagdes no campo biomédico; por exemplo, sua elasticidade e
capacidade de degradagao controlada viabilizam a fabricacao de scaffolds, que podem ser
empregados para orientar o crescimento e a regenera¢do de tecidos, abrangendo areas
como a pele, cartilagem, vasos sanguineos, tecido dsseo. Outras propriedades do PGS que
se destacam e que contribuem para seu valor na concepgdo de dispositivos médicos
personalizados e implantes sdo: a maleabilidade (que permite sua moldagem em
diferentes formatos); seu baixo custo de produ¢ao; seu potencial osteogénico; suas rotas
de sinteses flexiveis e sua resisténcia mecanica. A maleabilidade permite que sejam
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desenvolvidas combinagoes de PGS com outros materiais de interesse, como
nanoparticulas (NP), nanocelulose, bioativos, outros polimeros etc. (Cai; Liu, 2008;

Piszko et al., 2021; Pomerantseva et al., 2009; Zaky et al., 2017).

Aliado as caracteristicas do PGS, os fosfatos de célcio de interesse bioldgico
(CaPs) representam um dos principais biomateriais estudados para a reposi¢do e
regeneragao Ossea. Esses materiais atuam na composicao de ossos e dentes e apresentam
uma diversidade de estruturas e propriedades que tém a¢do na regulagdo do metabolismo
do calcio e na formagdo da matriz 6ssea. Além disso, podem ser aplicados em diversos
campos biomédicos, como biomateriais utilizados para reparos em tecidos ésseos e
dentarios, e tém um impacto significativo na industria farmacé€utica, onde sdo empregados
em suplementos de calcio e farmacos destinados ao tratamento de distirbios relacionados
ao metabolismo de célcio (Panda; Biswas; Paul, 2021). Assim, tanto na biologia como na
medicina, os fosfatos de célcio influenciam substancialmente nosso conhecimento sobre
a saude dssea e contribuem para diversas aplicagdes terapéuticas e tecnologicas (Vallet-

Regi; Salinas, 2019).

Outro ponto a ser destacado, ¢ a necessidade em situagdes clinicas da utilizagdo
de um material bioativo para reparo 6sseo com atividade antimicrobiana no sentido de
evitar a formacdo de biofilmes bacterianos na superficie dos materiais sintéticos
(aloplésticos) durante a etapa de reparo/regeneragdo tecidual. Varias moléculas de
antibioticos foram introduzidas na préatica clinica para a prevengao de infeccao, porém a
disseminagdo da resisténcia bacteriana promoveu um desafio quanto a novas estratégias
de tratamento. Neste contexto, as nanoparticulas, mais especificamente, nanoparticulas
de prata (AgNPs), tém emergido como uma inovagdo promissora no campo de novas
estratégias para o combate a infecgdes comuns e causadas por bactérias multirresistentes

(Orbaek; Mchale; Barron, 2015).

Sendo assim, a fim de melhorar capacidades antinflamatorias e antimicrobianas,
as AgNPs podem ser sintetizadas por métodos quimicos, fisicos ou biologicos (sintese
biogénica ou nanotecnologia verde), sendo que no ultimo, utiliza-se extratos vegetais ou
micro-organismos (Khan et al., 2023). Entre as vantagens da rota verde estdo uma baixa
toxicidade, e o agente redutor também ¢ responsavel pelo recobrimento da superficie da
NPs metdlica propiciando uma melhor estabilidade quimica e minimizando a
aglomeragdo (Singh et al., 2018). Considerando o uso de extratos vegetais, a literatura
tem reportado o uso de Eucalyptus globulus, Azadirachta indica, Cissus
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quadrangularis, Lantana camara flower, Rubus illecebrosus leaf, Nephelium

lappaceum peel, Ricinus communis, Calotropis gigantea (Tariq et al., 2022).

Para que seja possivel realizar uma sintese biogé€nica com sucesso de AgNPs, a
propolis vermelha vém se destacando nesta area, pois, além de ja& conter diversas
vitaminas, flavonoides e outras 6timas caracteristicas (Alencar et al., 2007) ela se mostra
eficaz na sintese de AgNPs (Barreto et al., 2022) aumentando suas possibilidades de
aplicacdo. Ressalta-se, ainda, o fato de o Brasil ser um pais que conta com mais de 14
espécies de propolis e, assim, o estudo das propriedades e beneficios do uso da propolis

agrega valor as atividades de apicultura.

A possibilidade de utilizagdo de um material proveniente de origem natural para a
sintese de AgNPs que podem ser aplicadas em engenharia de tecidos, além de agregar
valor ao comércio deste produto, propde um sinergismo em relacdo a estabilidade destas

particulas com os componentes naturais do produto.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo € um conector especializado que possui importantes papéis no
corpo humano, como locomogao, suporte, protecdo de tecidos, armazenamento de calcio
e fosfato e protecdo da medula 6ssea, possuindo quatro tipos diferentes de células:
osteoblastos, revestimento dsseo, ostedcitos e osteoclastos (Florencio-Silva et al., 2015).
Apesar de parecer inerte, o tecido dsseo ¢ dindmico e esta sempre sendo reabsorvido por

osteoclastos e neoformado por osteoblastos.

A remodelacgdo dssea ¢ um processo complexo em que um tecido 6sseo antigo €
substituido por um novo, em um ciclo composto por trés fases: inicio da reabsor¢ao 6ssea
pelos osteoclastos; transi¢do da reabsor¢ao para a nova formagao 6ssea; e formagao Ossea
por osteoblastos. Este processo € possivel gracas a acdo dos osteoclastos, osteoblastos,
osteocitos e células de revestimento 0sseo que, juntos, formam uma estrutura anatomica
temporaria, chamada de Unidade Bdasica Multicelular (BMU, do inglés Basic

Multicellular Unif) (Florencio-Silva et al., 2015).

Presentes na medula 6ssea e responsaveis pela sintese da matriz 6ssea e pela sua
posterior mineralizagdo, as células-tronco mesenquimais ddo origem aos osteoblastos
uma vez que tais células se comprometem com a linhagem osteobléstica passando por um
processo chamado osteogénese ou osteoblastogénese. Neste processo, as células-tronco
mesenquimais se diferenciam em osteoblastos imaturos, que entdo amadurecem e se
tornam funcionais. Por outro lado, os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas
formadas a partir da fusdo de progenitores mononucleares dos mondcitos/macrofagos em

um processo chamado osteoclastogénese (Siddiqui; Partridge, 2016).

Neste contexto, os osteoblastos e os osteoclastos, juntos, realizam o processo de
remodelagdo Ossea, pois formam a BMU que tem como objetivo principal facilitar a
renovagao e a manutencao continua do tecido 6sseo, garantindo a integridade estrutural e

adaptagdo as necessidades fisioldgicas.

Quando ocorre uma lesdo no tecido Osseo, a cicatrizagdo pode seguir dois
processos distintos: regeneracdo ou reparacdo. A regeneracdo ocorre quando as células
originais do tecido se proliferam e diferenciam, repovoando o tecido danificado. Nesse
caso, o tecido regenerado apresenta as mesmas propriedades funcionais e caracteristicas

morfologicas do tecido original. J& no processo de reparagdo, o tecido danificado ¢
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substituido por tecido conjuntivo fibroso, resultando na formag¢do de uma cicatriz de
coldgeno que leva a uma perda das caracteristicas e fungdes originais do tecido.
Atualmente, a regeneracdo 0ssea ¢ considerada prioritaria em casos de traumas, visando
recuperar a forma e as fungdes originais do 0sso, em vez de apenas promover a reparagao

(Zambuzzi et al., 2011).

2.2. REGENERACAO OSSEA

Os defeitos 6sseos frequentemente surgem devido a trauma, ressec¢ao de tumores,
cirurgia reconstrutiva, malformacdes congénitas, infeccdes ou cirurgias. Embora o osso
seja um orgao ativo por meio de remodelagdo continua ao longo da vida adulta e possua
consideravel capacidade de reparo e de regeneragdo de fraturas normais, em algumas
condi¢des adversas ¢ preciso uma grande quantidade de regeneragdo dssea e, por isso,

intervengdes clinicas sdo necessdrias (Majidinia; Sadeghpour; Yousefi, 2018).

Com objetivo de promover a reparacao do tecido 6sseo danificado e restaurar sua
funcdo adequada, a regeneragdo Ossea envolve um conjunto coordenado de eventos
bioldgicos que incluem indugdo e conducdo Ossea, eventos que ocorrem em uma
sequéncia temporal e espacial especifica e envolvem diferentes tipos de células e vias de

sinalizagdo molecular intracelular e extracelular (Dimitriou et al., 2011).

A reparagdo de fraturas Osseas ¢ considerada um processo regenerativo composto
por trés fases sobrepostas: inflamag¢ao, renovagao e remodelacao. Diferentemente do que
ocorre com outros tecidos moles, em que a formacdo de uma cicatriz fibrosa ¢
predominante no local da lesdo, durante a cicatriza¢do de uma fratura ocorre a formagao
de novo tecido 6sseo que ¢ indistinguivel do osso ndo lesionado. Existem dois principais
mecanismos envolvidos na reparagao de fraturas dsseas: a remodelacao direta (que
envolve formagdao minima de cicatriz fibrosa) e, mais predominantemente, a remodelagao
indireta (que ocorre com formacdo de cicatriz fibrosa por meio de uma combinagao de
ossificacdo intramembranosa e endocondral) (Wang et al., 2013). Dessa maneira, apesar
de em geral o osso regenerado ter suas propriedades originais consideravelmente
restauradas, em alguns casos de cicatrizagdao de fraturas, a regeneragcdo 6ssea pode ser

prejudicada resultando em atraso na unido ou ndo unido da fratura (Dimitriou et al., 2011).

A linhagem esquelética compreende um grupo diversificado de células

responsaveis pela manutencdo e reparo do osso durante a homeostase e em casos de
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lesdes. Essa linhagem celular inclui osteoblastos, ostedcitos e condrocitos. Esses tipos de
células esqueléticas estdo principalmente envolvidos na formacao de osso e cartilagem,
enquanto os osteoclastos, derivados da linhagem hematopoiética, sdo responsaveis pela
reabsor¢ao 6ssea. A homeostase normal do osso ¢ mantida por um equilibrio entre a
atividade dos osteoblastos e dos osteoclastos. No entanto, durante o processo de
envelhecimento, especialmente em mulheres apds a menopausa, a atividade dos
osteoclastos supera a dos osteoblastos, resultando em um aumento da reabsorgdo Ossea

global e enfraquecimento dos ossos (Salhotra et al., 2020).

A engenharia de tecidos tem como objetivo replicar a estrutura base de um tecido
e proporcionar a aplicacdo de um material, 0 mesmo acontece com a engenharia de tecido
0sseo, que tem como objetivo replicar as propriedades do osso, como sua capacidade

osteocondutora, osteoindutora e osteogénica (Valtanen et al., 2021).

2.3. REPARO OSSEO

O tecido dsseo esta entre os tecidos mais frequentemente lesionados, e tais lesdes
estdo entre as condi¢des mais tratadas atualmente por profissionais da drea. Compreender
a biologia da reparagdao do tecido 6sseo, bem como as técnicas disponiveis para o
tratamento se torna importante para o melhor diagnostico e tratamento. Ele apresenta uma
caracteristica Unica em relagdo aos outros tecidos, ja que sua reparacdo ocorre por
regeneracdo e nao cicatrizagdo; significando o osso lesionado € substituido por tecido

0sseo remodelado, em vez de uma cicatriz fibrosa (Slade; Chou, 1998).

O inicio do processo regenerativo envolve trés fases principais: recrutamento,
modulacdo e osteoconducdo. O recrutamento refere-se a atracdo de células
osteoprogenitoras para o local da lesdo, ja que essas células possuem capacidade de
produzir tecido 6sseo em resposta a estimulos; j4 a modulacdo envolve a ativacao de
osteocitos locais e células periosteais para iniciar a formagdo Ossea, e este processo €
acompanhado da osteoindug¢do; a osteocondugdo ¢ o resultados de diversas influéncias,
incluindo fatores de crescimento e campos elétricos, resultando em uma estrutura atuando
como suporte para que as células osteoprogenitoras possam depositar o novo tecido 6sseo
e, as substancias osteocondutivas incluem colageno e hidroxiapatita (HAp) (Marx, 2007;

Slade; Chou, 1998).
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A reparagdo natural do tecido 0sseo segue um padrao, composto por seis etapas:
impacto, inducdo, inflamacdo, calo dsseo ndo-mineralizado, calo 6sseo mineralizado e
remodelagdo. O impacto se refere-se a absor¢ao de energia pelo tecido dsseo e a lesdo
resultante. Na etapa de induc¢ao, ocorre a formagao do hematoma da fratura, promovendo
a modulacao e osteoindugdo das células locais, tendo duracdo aproximadamente de 48
horas. A etapa de inflamacdo ¢ caracterizada pela chegada de neutrofilos, macrofagos,
mastocitos e fibroblastos; acarretando degradagdo osteoclastica do tecido necrotico,
substitui¢do do hematoma da fratura por tecido de granulagdo e rapido crescimento
capilar; clinicamente, coincide com o inicio do inchago e dor. Na etapa de calo dsseo nao-
mineralizado ocorre a formacao de um novo tecido dsseo subperiosteal adjacente a lacuna
da fratura, com a presenga de condroblastos que convertem o estroma fibrovascular em
tecido cartilaginoso. J4 em tecido 6sseo mineralizado, ocorre a ossificagdo endocondral
do calo cartilaginoso para formar o tecido trabecular; clinicamente resultando na
cicatriza¢do da fratura. E por fim, a remodelacdo ocorre ao longo de meses e anos,
englobando a conversdo do tecido Osseo trabecular em tecido Osseo lamelar, a

reconstituicdo do canal medular e a restauracdao do didmetro 6sseo original (Marx, 2007;

Slade; Chou, 1998).

A utilizagdo de compostos a base de célcio (Ca) e/ou fosfato (P) para substituir o
tecido 0sseo tem uma longa historia, e diversos compostos, abrangendo uma grande faixa
de solubilidade, desde sulfato de célcio at¢ a HAp foram caracterizados por serem
seguros. Apos a primeira sintese de HAp em 1980, o interesse se expandiu em relacao a
materiais reabsorviveis que pudessem ser substituidos pelo tecido 6sseo, o que levou ao
surgimento de produtos com razdes de Ca:P, ou até mesmo fosfatos de magnésio isentos
de calcio. Em termos gerais, os substitutos inorganicos sdao considerados por ter uma
fung¢do “‘estrutural”, atuando como uma barreira fisica, ¢ acredita-se ser necessario
garantir que a taxa de crescimento 0sseo linear seja maior que a taxa de reabsor¢do, para

evitar a invasdo por tecido fibroso (Habibovic; Barralet, 2011).

Biomateriais € nano-biomateriais, bem como suas tecnologias de produgao
surgiram como uma alternativa as abordagens convencionais de mimetizacao de tecidos
bioldgicos. Essas estruturas de suporte engenheiradas e nanoengenheiradas podem
controlar a liberagdo de terapéuticos para orientar o comportamento celular. Geometrias
complexas, como fibras, esferas, folhas, tubos, redes etc. podem ser fabricadas para imitar

as estruturas biologicas. Uma variedade de biomateriais € nanomateriais ceramicos €
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poliméricos tem sido utilizada para a engenharia de tecidos ortopédicos, incluindo osso,
cartilagem, tendao e ligamentos (Cross et al., 2016), além de que, a vascularizagdo ¢ um
dos aspectos mais importantes para o sucesso destes materiais em engenharia de tecidos,
e representam um obstaculo significativo para a medicina regenerativa (Garcia; Garcia,

2016).

2.4. BIOMATERIAIS

Por defini¢cdo, um biomaterial ou material biomédico ¢ um material projetado
para, por meio de interagdes com sistemas vivos, assumir uma forma capaz de direcionar
o curso de qualquer procedimento terapéutico ou diagnéstico (Williams, 2019). Ao
interagir com o meio biologico, biomateriais ndo apresentam toxicidade para o organismo
e podem ser usados para substituir, parcial ou totalmente, sistemas bioldgicos a fim de
adicionar, substituir ou desempenhar fung¢des naturais. Além disso, sdo empregados na
fabricacdo de dispositivos médicos e tém diversas aplicacdes em diagnostico, vacinagao,

cirurgia e terapia (Ratner, 2013).

Assim, a biocompatibilidade, caracteristica fundamental de um biomaterial, se
define como a capacidade de um material apresentar uma resposta adequada do
hospedeiro em uma aplicacao especifica (Williams, 2019); ou seja, a habilidade de existir
em conjunto com os tecidos bioldgicos sem causar qualquer tipo de dano € o fator que

distingue um biomaterial de qualquer outro material (Williams, 2008).

A fim de compreender o desenvolvimento das pesquisas em biomateriais ao longo
dos ultimos anos, podemos identificar trés geragdes distintas: materiais bioinertes
(primeira geracdo), materiais bioativos e biodegradaveis (segunda gera¢cdo) e materiais
projetados para estimular respostas celulares especificas em nivel molecular (terceira
geragdo). Essas geragdes nao devem ser interpretadas em termos cronologicos, mas como
conceitos que representam a evolucao dos requisitos e propriedades dos materiais
envolvidos. Cada geracdo introduz materiais que nao substituem, necessariamente, o uso
das geracdes anteriores (Agarwal; Garcia, 2015; Chen et al., 2021; Gsib et al., 2020;
Navarro et al., 2008).

As duas formas mais comuns de classificar biomateriais t€m como base a estrutura
quimica (metal, cerdmica, polimero e compositos) € o grau de interacdo com o ambiente

bioldgico (inerte, bioativo, bioabsorvivel. Uma terceira classificagdo, relativamente
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menos utilizada, tem base na "origem" do material, que pode ser sintética ou natural.
Quando ¢ apresentado um enfoque histérico, compreende-se como necessaria a
classificagdo de biomateriais em outras trés categorias (Marin; Boschetto; Pezzotti, 2020),

as quais se distinguem pelo nivel tecnologico para sua confecgao:

a) primitivos: materiais de proveniéncia natural que sdo moldados mediante

ferramentas simples (como 0sso0);

b) manufaturados: materiais que passam por um processo de refinamento por meio
de uma prética tecnologica especifica (por exemplo, a producdo de fios de linho exige

competéncias rudimentares de tecelagem);

¢) transformados: materiais que demandam altera¢des fisicas ou quimicas mais
substanciais para sua elaboragdo (como a reducao de 6xidos de ferro e a compreensao da

metalurgia para a producao de aco).

2.5. FOSFATOS DE CALCIO

A investigacdo dos fosfatos de célcio (CaPs) tem sido de interesse na pesquisa
envolvendo medicina regenerativa, pois a composi¢ao quimica desses compostos exibe
semelhancas com os tecidos 6sseos encontrados nos ossos € em dentes, permitindo a

manuten¢do do equilibrio i6nico com os fluidos bioldgicos (Canillas et al., 2017).

Devido sua natureza bioativa, os fosfatos de calcio exibem propriedades
osteocondutoras importantes sendo capazes, por exemplo, de induzir a formagao dssea ou
a osteoinducao (Eliaz; Metoki, 2017). A finalidade de recobrir biomateriais ndo bioativos
com CaPs ¢ atribuida as propriedades de osteoconducao desses compostos, pois elas tém
o potencial de aumentar a bioatividade do biomaterial e de promover uma interagdo mais

eficaz entre o material e o tecido hospedeiro (Habraken et al., 2016).

Os fosfatos de calcio podem ser classificados pelas relagdes entre calcio e fosforo

(Ca/P), essas classificagdes sdo apresentadas na Tabela 1:
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Tabela 1 - Diferentes fases de fosfatos de calcio por suas razoes molares Ca/P.

Fonte: Adaptado de Eliaz & Metoki, 2017.

Ca/P Composto Abreviacdo Formula quimica Solubilidade (g/L)
2,0 Fosfato Tetracalcico TTCP Ca,O(POa4)2 ~0.0007
1,67 Hidroxiapatita HAp Ca10(PO4)s(OH)2 ~0.0003
1,5 a-Fosfato Tricalcico a-TCP Caz(POs)2 ~0.0025
1,5 B-Fosfato Tricalcico B-TCP Caz(POs)2 ~0.0005
1,3 Fosfato Octacalcio OoCP CagH2(PO4)6.5H,0 ~0.0081
1,0 Fosfato Bicalcico Dihidratado DCPD CaHPO4.2H>0O ~0.088
1,0 Fosfato Bicélcico (Monetita) DCPA CaHPOg4 ~0.048
0,5 Fosfato Monocalcico Monohi. MCPM Ca(H2P04)2.H>O ~18

A solubilidade dos CaPs influencia diretamente sua degradagdo em ambiente
bioldgico e ¢ uma das principais diferencas nas propriedades das diferentes fases de
fosfatos de calcio estando relacionada a razdo Ca/P; quanto maior a solubilidade, mais
rapido o processo de reabsorcao. Entretanto, o uso de fosfatos de calcio em areas sujeitas
a esforgos mecanicos ¢ restritivo, pois, quando comparados a outras bioceramicas, eles
apresentam limitacdes como a tenacidade a fratura e a baixa resisténcia mecanica

(Habraken et al., 2016).

Em termos de sintese de CaPs, varios métodos sdo reportados pela literatura,
incluindo co-precipitagdo, hidrotérmico, hidrotérmico assistido por micro-ondas e sol-gel
(Kokubo; Yamaguchi, 2015). Sendo que, o método de escolha para a formagao de CaPs
em superficies de materiais poliméricos ¢ o biomimético (do termo em inglés Simulated
Body Fluid ou Synthetic Body Fluid, SBF), que possibilita uma composi¢do quimica
proxima ao plasma sanguineo humano e mantida em condi¢cdes de valor de pH e
temperatura fisioldgicas. A SBF foi inicialmente empregada por Kokubo et. al. em 1990,
com o intuito de avaliar alteragdes na superficie de materiais vitrocerdmicos bioativos por
meio da andlise do comportamento in vitro. Como resultado foi possivel observar a
formagdo de apatitas de baixa cristalinidade, com deficiéncia de célcio e de conteudo de
carbonatado semelhante a “apatita 6ssea”. Desta forma, foi comprovado que quando a
apatita estd nucleada ela pode crescer espontaneamente no ambiente em que esta sendo

adicionada (Abe; Kokubo; Yamamuro, 1990; Kokubo, 1990). E possivel alterar as
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concentragodes i0nicas ¢ realizar um estudo sobre a influéncia de certos ions na formacao

de fosfatos de calcio (Abe; Kokubo; Yamamuro, 1990; Tas, 2000).

A mineralizagdo biomimética por meio de imersdo em solucdo SBF de
biomateriais poliméricos, como acido polilactico (PLA), acido polilactico-co-glicélico
(PLGA), poli(2-hidroxietilmetacrilato) (poli-HEMA), policaprolactona (PCL) e
polihidroxialcanoato (PHA) tem sido proposta a fim de avaliar in vitro se ha alteragdes
nas propriedades biologicas dessas superficies poliméricas quanto a capacidade de

interagdo ossea (Kepa; Coleman; Grendahl, 2015).

2.6. BIOMATERIAIS POLIMERICOS

Existem dois tipos de biomateriais poliméricos biodegradaveis que sdo utilizados
em engenharia tecidual, os polimeros naturais e os sintéticos. Polimeros naturais, como
os polissacarideos (amido, alginato, quitina/quitosana, derivados de acido hialurdnico
etc.) ou as proteinas (soja, colageno, fibrina, fibroina etc.) proporcionam excelente

aderéncia e crescimento celular (Aoki; Saito, 2020).

Polimeros sintéticos t€ém como base poliésteres, como o PLA, acido poliglicélico
(PGA), poli (glicerol sebacato) (PGS), PCL, PLGA. Estes polimeros podem ser
produzidos com uma estrutura personalizada e a taxa de degradacdo pode ser controlada
com facilidade, porém, possuem a desvantagem de ter pouca bioatividade (Chocholata;
Kulda; Babuska, 2019). A Figura 1 apresenta a estrutura de nosso material polimérico de

estudo:

O O

0", oT.
OR

Poli (Glicerol Sebacato)

Figura 1 - Estrutura quimica do material de estudo neste trabalho, o Poli (Glicerol Sebacato).
Traduzido e reutilizado com permissdo de Rai, et al. 2012. Copyrigth © 2012 Elsevier B. V. Todos

os direitos reservados.
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A utilizagdo de polimeros como biomateriais teve origem entre as décadas de 1930
e 1940, sendo consolidada por meio da aplicagao do nylon como componente em fios de
sutura. Naquele contexto, o entendimento acerca de questdes como toxicidade, processos
de esterilizagdo, reagdes imunoldgicas, inflamacgdes e biodegradacao desses biomateriais
era limitado. Com o avango tecnologico e a aquisi¢do de conhecimentos sobre os
principios de biodegradabilidade e biocompatibilidade, esses materiais passaram a

conquistar espago no campo da medicina (Aoki; Saito, 2020).

Polimeros de origem natural, incluindo polissacarideos e proteinas, desempenham
papel importante nos sistemas organicos vivos. Sua composi¢do quimica Unica tem a
capacidade de estimular processos celulares, tornando sua relevancia bioldgica ainda
mais significativa do que a dos polimeros sintéticos. Essas macromoléculas, quando
isoladas, encontraram aplicagdo na criacdo de estruturas de suporte, conhecidas como
scaffolds, para a engenharia de tecidos. Frequentemente, s3o combinadas com polimeros
sintéticos a fim de aprimorar a interagdo bioldgica dos biomateriais e garantir sua
estabilidade mecanica. A junc¢do de polimeros sintéticos e naturais resulta em uma classe
de materiais com propriedades mecanicas aprimoradas e biocompatibilidade semelhante
a que cada tipo de polimero apresentada individualmente. Essa categoria emergente ¢é

referida como "materiais poliméricos bioartificiais ou biosintéticos" (Ratner, 2013).

Quando exibem caracteristicas como biodegradabilidade, biocompatibilidade e
baixa toxicidade, os polimeros sintéticos podem ser classificados como biopolimeros.
Eles oferecem vantagens em relagdo aos polimeros naturais, incluindo a capacidade de
controlar a taxa de degradagdo, a facilidade de modificar suas propriedades quimicas e o
alcance de caracteristicas mecanicas satisfatorias, como alta resisténcia a tracao, dureza e
capacidade de alongamento. Especificamente, os polimeros sintéticos de natureza
hidrofilica, quando empregados em aplicacdes biomédicas, tém o potencial de interagir
com sistemas biologicos de maneira eficaz. Isso ocorre devido a presenca de um ambiente

quimico que demonstra afinidade pelo microambiente celular (Pérez et al., 2013).

2.7. POLI (GLICEROL SEBACATO)

Bioelastomeros, que exibem biodegradabilidade e elasticidade semelhante a
borracha, t€ém sido amplamente utilizados em vdrias aplicagdes biomédicas (Yu et al.,

2023). O Poli (Glicerol Sebacato) (PGS) ¢ um polimero elastomérico biodegradavel
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obtido por meio de uma reagdo de polimerizacdo por policondensacdo a partir de
precursores equimolares de glicerol e acido sebacico, seguida por reticulagdo em alta
temperatura. Devido a natureza ajustavel (que permite a adaptacao especifica para tecidos
das propriedades mecanicas, comportamento de degradagdo e hidrofilicidade) esse
polimero tem sido empregado para a substituicdo e regeneragao de diversos tipos
teciduais (Guler et al., 2022) e tem recebido consideravel atencdo no campo biomédico
desde que foi sintetizado pela primeira vez, em 2002, principalmente, devido as suas
propriedades elésticas ajustaveis, biodegradabilidade linear e biocompatibilidade (Yu et

al., 2023).

Além disso, o PGS apresenta um baixo modulo de elasticidade (0,3 Mpa) e uma
alta taxa de reabsorc¢ao (menos de 4 meses). Para aumentar a resisténcia mecanica deste
polimero, nanoparticulas ou microparticulas tém sido amplamente utilizadas em materiais

nanocompdsitos (Atari; Labbaf; Javanmard, 2023; Sha et al., 2021; Wang et al., 2019).

Diversas pesquisas que empregam o PGS demonstraram, consistentemente, que
este polimero € ndo imunogénico e nao citotoxico in vitro, induzindo apenas uma resposta
inflamatoria minima com formagdo reduzida de capsula fibrosa in vivo (Guler et al.,
2022). Gragas as propriedades mecanicas adaptaveis e comportamento de degradacdo
(que podem ser ajustados para atender requisitos especificos) o PGS solidificou sua
relevancia como um material de suporte crucial, particularmente, na regeneracdo de
tecidos moles como miocardio, vasos sanguineos, cornea e tecido nervoso (Kemppainen;
Hollister, 2010). Ao longo dos anos, os biomateriais baseados em PGS tém sido cada vez
estudados em aplicagdes de liberacdo controlada de farmacos e engenharia de tecidos,
abrangendo dominios como cardiaco e cardiovascular, cicatrizacdo de feridas e pele,
regeneracdo de tecidos nervosos, Orgdos como cérnea e tecidos orais, sistemas
musculoesqueléticos, tecido adiposo, cartilagem, dentes e osso, além de encontrar
utilidade em aplicacdes bioeletronicas em tecidos moles (Krook et al., 2020; Lee et al.,

2018; Vogt et al., 2021).

Nos diversos campos biomédicos, o proposito fundamental ao utilizar
biomateriais ¢ respaldar, aprimorar ou substituir tecidos lesados, acelerar ou cumprir a
regeneragdo e reintegrar fungdes fisicas e biologicas (Li et al., 2013). Entre as vdrias
caracteristicas do PGS (Figura 2), o desempenho mecanico, as propriedades de hidratagao
e as funcionalidades emergem como os trés aspectos mais criticos, considerados
essenciais para aprimoramentos em aplicagdes bem-sucedidas (Liang et al., 2020). As
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propriedades mecanicas frequentemente exercem impactos diretos na funcionalidade dos
biomateriais implantados e, por isso, sdo identificadas como méaxima prioridade para
aprimoramento (Loh; Abdul-Karim; Owh, 2015). A capacidade de hidratacdo ¢ outro
parametro crucial em aplicagdes biomédicas, pois determina diretamente a estabilidade
mecanica, os perfis de degradagdo e as caracteristicas bioldgicas das implantagdes sob
um ambiente fisioldgico dindmico (Ogueri et al., 2019). Além disso, a funcionalidade,
referente a habilidade do biomaterial implantado de facilitar o processo de cicatrizagdo
ou outros procedimentos, também tem conquistado significativa aten¢ao por parte da

literatura (Sha et al., 2021).

O PGS ¢ obtido por meio de uma reagdo de polimerizagdo por policondensagao.
Essa sintese ocorre em duas etapas principais: a primeira envolve a reagdo entre o glicerol
e o acido sebacico para formar um oligdmero de precursores reativos (etapa de pré-
polimerizacdo); a segunda etapa inclui a polimerizagao desses oligdmeros para formar as
cadeias poliméricas (etapa de cura). A polimerizagdo do PGS pode ser controlada por
parametros primarios e secundarios como temperatura de reacdo, pressdo, tempo,
propor¢des dos reagentes glicerol e 4acido sebdcico. Desta forma, o controle da
esterificacdao da cadeia do polimero e a formagao de ligagdes cruzadas intermoleculares
permite propriedades mecanicas e a taxa de degradacdo ajustavel, tornando-o altamente
adaptavel para diferentes aplicagdes biomédicas e de engenharia de tecidos (Godinho;

Gama; Ferreira, 2022).

A Figura 2 apresenta as principais aplicacdes dos derivados de PGS em engenharia
de tecidos, desde a aplicagao em tecidos moles (tecido nervoso, tecido cardiaco e vasos
sanguineos), tecidos duros (tecido dsseo, tecido cartilaginoso e odontologia) e atuando

como dispositivos de entrega.

31



Tecido Scaffolds

cartilaginoso e Derivados do
hidrogéis PGS

Odontologia

Dispositivos de entrega

Figura 2 - Aplicagdes dos derivados de PGS em sistemas bioldgicos. Traduzido e reutilizado com

permissdo de Sha, et al. 2021. Copyrigth © 2021 Elsevier B. V. Todos os direitos reservados.

Além de possuir rotas de sintese flexiveis, o PGS ¢ altamente modeléavel, ou seja,
¢ possivel adaptarmos a estrutura deste polimero a fim de direcionarmos sua aplicagdo.
As mudangas mais utilizadas sdo na forma densa e na forma porosa. A primeira sintese
de PGS na forma densa foi descrita por Wang, et al. em 2002, onde era composta por duas

etapas de aquecimento.

Neste método, o pré-polimero de PGS (pre-PGS) ¢ sintetizado a partir de uma
relacdo equimolar de glicerol e 4cido sebacico sob aquecimento a 110-140 °C por 24-48

horas e seguido por aquecimento em vacuo por 0-48 horas, resultando em um pre-PGS
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branco e com consisténcia de cera a temperatura ambiente. Entdo, o pre-PGS ¢ levado
para a segunda etapa de cura na estufa a 110-150 °C entre 7,5-168 horas (Wang et al.,
2002; Yu et al., 2023). Outros métodos de sintese do PGS ja foram apresentados de forma
a obter um menor gasto energético, um deles ¢ a etapa de sintese do pre-PGS assistida
por micro-ondas com parametros de controle quanto a poténcia (150 a 650 W),
temperatura (130 a 140 °C) e tempo (3 minutos até 3h) (Aydin et al., 2013; Lee et al.,
2018).

As propriedades desejaveis dos scaffolds poliméricos nao sdao apenas
influenciadas pelas caracteristicas do polimero sintetizado, mas também, dependentes da
selecdo do processo de fabricacdo (Haider et al., 2020; Wu et al., 2021a). Sendo que as
principais de técnicas de manufatura de scaffolds de PGS podem ser resumidas pela
Figura 3, como salt leaching, liofilizacdo, impressdao 3D, eletrofiagdo, microablagdo a

laser, moldagem réplica e estereolitografia (Wu et al., 2021a).

Apesar das diferentes técnicas de fabricagdo utilizadas para a obtencdo de
scaffolds, multiplas op¢des de tratamento clinico estdo disponiveis para a recuperagdo de
tecidos danificados. Contudo, nenhuma delas demonstrou ser totalmente satisfatéria em
termos de alcancar resultados regenerativos ideais ou a restauragdo completa e
permanente da func¢do. Dentre essas dificuldades, pode ser ressaltado a dificuldade em se
obter uma matriz polimérica porosa com um controle adequado de parametros
geométricos, bem como numero, tamanho e interconectividade de poros (Li; Kaplan;

Zreiqat, 2014).

Dentre elas, vale ressaltar o processo de obtengdo de scaffolds porosos de PGS
pelo método de salt leaching, onde ocorre a adigdo de um agente porogénico em que o
polimero ¢ vertido sobre particulas de Cloreto de Sodio (NaCl) com a utilizagdo de um
solvente, sendo o tetraidrofurano (THF) mais reportado pela literatura (Gao; Crapo;
Wang, 2016). Em controversa, o THF ¢ conhecido por acarretar impactos na satde
humana e animal, mesmo que minimamente (Fowles et al., 2013). Desta forma, outros
solventes vém sendo estudados para a solubilizacdo do PGS, como acetona, isopropanol
e acido acético (Chang et al., 2021; Piszko et al., 2021, 2023; Rai et al., 2012; Wu et al.,
2021).
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Figura 3 — Técnicas de fabricac@o de scaffolds de PGS. Traduzido e reutilizado com permissdo

de Wu, et al. 2021. Copyrigth © 2021 Wiley-VCH GmbH Todos os direitos reservados.

2.8. NANOTECNOLOGIA

A palavra "nanomaterial" significa um material natural, incidental ou fabricado,
composto por particulas solidas que estdo presentes, seja por si proprias ou como
particulas constituintes identificaveis em agregados ou aglomerados, e onde 50% ou mais
dessas particulas na distribuicao de tamanhos baseada em niimero atendem a pelo menos

uma das seguintes condigdes:
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(a) uma ou mais dimensoes externas da particula estdo na faixa de tamanho de 1

nm a 100 nm;

(b) a particula tem uma forma alongada, como uma haste, fibra ou tubo, onde duas

dimensdes externas sdo menores que 1 nm e a outra dimensao ¢ maior que 100 nm;

(c) a particula tem uma forma semelhante a uma placa, onde uma dimensao

externa ¢ menor que 1 nm e as outras dimensodes sao maiores que 100 nm.

Na determinacdo da distribui¢do de tamanhos baseada em nimero das particulas,
ndo ¢ necessario considerar particulas com pelo menos duas dimensdes externas
ortogonais maiores que 100 pm. No entanto, um material com uma area superficial
especifica por volume inferior a 6 m?/cm? nio deve ser considerado um nanomaterial

(Comissao Européia, [s.d.])

A nanotecnologia ¢ uma area de estudo e aplicagdo que se concentra na capacidade
de transformar os principios da nanociéncia em aplicagdes praticas. Isso € realizado por
meio da observacdo, medi¢do, manipulagdo, montagem, controle e fabricagdo de
materiais em escala nanométrica. Nos Estados Unidos, a National Nanotechnology
Initiative (NNI) aponta aplicagdes inovadoras em diversas areas, abrangendo desde a

quimica, fisica e biologia até a medicina, engenharia e eletronica.

O uso e a integracdo da nanotecnologia e da ciéncia dos materiais na area médica
tiveram um crescimento acelerado devido as oportunidades que podem oferecer nas
terapias atuais. A combinacdo da nanotecnologia com biomateriais permite reparar,
detectar e tratar danos e doencas em niveis celulares e moleculares e, ainda, se revela
como uma ferramenta valiosa no desenvolvimento e teste de compostos farmacéuticos,
oferecendo uma alternativa e/ou complemento aos experimentos em animais (De-Bartolo;

Salerno, 2017).

A aplicagdo de nanomateriais na medicina estd constantemente aprimorando as
técnicas e instrumentacgdes tradicionais de analise. Isso se deve ao fato de que o uso de
técnicas de diagnostico baseadas em nanoparticulas oferece sensibilidade, especialmente
no que diz respeito ao diagnostico precoce de cancer. Por exemplo, quando uma
nanoparticula ¢ altamente seletiva na marcagao de células neoplasicas e essa marcagao ¢
detectada por meio de métodos de imagem ou outras técnicas analiticas altamente

sensiveis, isso aumenta significativamente as chances de um paciente ser curado da
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doenca sem que ela atinja estagios mais avancados (Cancino; Marangoni; Zucolotto,

2014).

Nanomateriais também sao explorados para aplicagcdes em bioimplantes (Figura
4) devido suas propriedades de superficie ajustaveis e natureza bioativa. Esses
nanomateriais proporcionam uma area de superficie ampliada, rigidez eficaz, rugosidade
e propriedades fisico-quimicas alteradas que aprimoram a aderéncia, a proliferagdo, a
sintese de proteinas relacionadas aos ossos e, ainda, a deposi¢ao de minerais contendo
calcio. Considerando que os nanomateriais podem imitar as propor¢des dos componentes
constituintes do osso bioldgico, eles se destacam como candidatos promissores para uso

em implantes ortopédicos (Kumar et al., 2020).

Fixa¢do dos osteoblastos

1" “.'
% -
[ ‘ " 0

Yo Se
&
% Diferenciagdo dos osteoblastos e

formagdo do novo tecido 6sseo
Adsorgodes de proteinas

Figura 4 — Apresentacao esquematica da regeneracao dssea utilizando materiais convencionais e
nanomateriais. Traduzido e reutilizado com permissdo de Kumar, et al. 2019. Copyrigth © 2019

Elsevier B. V. Todos os direitos reservados.

O avanco no desenvolvimento de materiais multifuncionais para o reparo do
tecido Osseo tem despertado o interesse no uso de nanomateriais com propriedades
antimicrobianas para prevenir e tratar infecgdes (Monte et al., 2023) . Devido ao amplo
espectro antibacteriano as nanoparticulas de prata (AgNPs) tém sido amplamente
utilizadas para o recobrimento de superficie em odontologia, lentes de contato, stents

cardiovasculares, proteses ortopédicas e cimentos dsseos (Wang et al., 2020).
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No contexto da discussdao de nanoregulacdo e da nanotoxicidade, as estratégias
globais de regulacio na 4rea da nanotecnologia enfatizam a importancia do
autorregulamento como um primeiro passo para o desenvolvimento de legislacdes
especificas relacionadas a nanoprodutos. As agéncias reguladoras internacionais tém
alcancado éxito ao implementar regulamentacdes voltadas para a seguranga ocupacional
e a minimizagdo do impacto ambiental associado aos nanomateriais (Riccardi; Gastaldi,

2013).

2.9. NANOPARTICULAS DE PRATA

As nanoparticulas de prata (AgNPs) tém propriedades distintivas, que incluem
estabilidade quimica, alta condutividade elétrica e térmica, atividade catalitica, produgdo
em larga escala e capacidade antimicrobiana contra bactérias, virus, fungos e
protozoarios; essas propriedades explicam o motivo de tais nanoparticulas serem
amplamente pesquisadas e utilizadas na esfera industrial e comercial (Camara; Viana;

Viana, 2021; Duran et al., 2018; Pal et al., 2017; Shaaban; Zayed; Salama, 2023).

Na literatura, existem varios métodos de sintese de nanoparticulas que podem ser
produzidas por meio de abordagens fisicas, quimicas e biogénicas (Duran; Seabra, 2018).
Os métodos quimicos, por exemplo, envolvem a redu¢io de ions Ag" na presencga de um
agente redutor apropriado, resultando na formagdo de uma dispersao coloidal de
nanoparticulas metalicas. Ja as rotas fisicas tendem a ser demoradas, dispendiosas e
podem apresentar riscos. Em contraste, a abordagem biogénica ¢ considerada uma
alternativa de baixo custo, ecologicamente correta, realizada a temperatura e pressao
ambiente, tipicamente em meio aquoso, € nao gera residuos quimicos toxicos (Camara;

Viana; Viana, 2021).

Considerada uma ferramenta significativa para reduzir impactos negativos
associados aos métodos tradicionais de sintese de nanoparticulas, frequentemente
empregados em laboratdrios e na indstria, a sintese verde tem a capacidade de incorporar
materiais biologicos diversos, como fungos, bactérias, algas e extratos de plantas,

proporcionando uma alternativa viavel, eficaz e escalonavel (Singh et al., 2018).

A sintese verde compreende trés etapas principais: a escolha de um solvente
adequado, a selecdo de um agente redutor ecologicamente sustentavel e o uso de

substancias ndo toxicas para estabilizar as AgNPs produzidas (Camara; Viana; Viana,
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2021). A caracterizagdo das nanoparticulas desempenha um papel fundamental,
fornecendo informag¢des como tamanho, forma e distribui¢do das particulas, que sdo
essenciais para determinar suas aplicagdes (De Brito et al., 2020; Khalil; Mohamed; El-
Naggar, 2021; Khan et al., 2023). Esses dados permitem uma avaliacdo detalhada dos
mecanismos de formacao, eficacia dos agentes redutores e estabilizantes, bem como das
condig¢des de preparacgao, proporcionando um maior controle sobre o processo de sintese
das nanoparticulas (Kischkel et al., 2020; Leong et al., 2022; Park et al., 2014; Rosman
et al., 2021).

Na sintese verde, substancias bioativas menores, como flavonoides, polifendis,
terpenoides e alcaloides, desempenham um papel vital na formagao de nanoparticulas. As
nanoparticulas produzidas por meio da tecnologia verde sdo mais vantajosas em
compara¢do com métodos fisicos e quimicos. A sintese verde de nanoparticulas requer
menos energia, ¢ ecologicamente amigavel e ndo toxica. Além disso, ela apresenta a mais

alta estabilidade e um procedimento menos complexo (Khan et al., 2023).

2.10. PROPOLIS VERMELHA

A busca por novos agentes farmacéuticos ativos tem avancado com o uso de novas
tecnologias, como as NPs. A sintese biogénica de NPs, como a empregada neste estudo,
busca desenvolver produtos e processos associados a sustentabilidade usando materiais e
métodos ndo toxicos. A propolis ¢ um composto produzido principalmente pelas abelhas
(Apis mellifera L.) a partir de matéria-prima coletada de plantas. A propolis ¢ explorada
na medicina natural para o tratamento de varias doengas e exibe atividades biologicas
devido a presenca de metabolitos secundarios de plantas no exsudato coletado pelas
abelhas. Esses metabolitos incluem acidos fenolicos, éteres fenolicos, hidrocarbonetos,
alcoois, acidos alifaticos e aromaticos, aldeidos, cetonas, flavonoides, acidos graxos,
¢ésteres e seus derivados, terpenoides, aminoacidos, agucares, lignanas, vitaminas,
minerais, acidos cindmicos e artepilina C, que mostram atividade antioxidante e podem
atuar como agentes redutores e estabilizadores de NPs (Ferreira et al., 2017; Kischkel et

al., 2020).

Produzida por abelhas a partir de resinas coletadas de plantas, a propolis ¢ uma
substancia resinosa utilizada por esses insetos para vedar cavidades em suas colmeias,

proporcionando uma prote¢do adicional. A composi¢do da propolis varia dependendo da
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regido geografica e do momento em que € coletada, podendo incluir uma variedade de
componentes como alcoois, aminodcidos, acidos graxos, vitaminas, minerais, ésteres,
acidos fenolicos, flavonoides, diterpenos, sesquiterpenos, aldeidos aromaticos, lignanas e
acidos graxos (Batista et al., 2012). Alguns estudos comprovam que a propolis vermelha
apresenta caracteristicas de atividades antinflamatorias, antioxidantes, analgésicas,
antitumorais, antibacterianas além de efeito cicatrizante e outros beneficios

(Albuquerque-Junior et al., 2009; Alencar et al., 2007).

A propolis brasileira apresenta compostos quimicos Unicos quando comparada a
de outros paises. Isso se deve, em grande parte, a rica diversidade de plantas e a variedade
de espécies de abelhas encontradas no Brasil, muitas das quais resultam de cruzamentos
entre espécies europeias e africanas. Por meio de analises fisico-quimicas, foram

identificados catorze tipos de propolis no Brasil (Ferreira et al., 2017).

Dentre esses tipos, a propolis vermelha, origindria das florestas de mangue no
Norte e Nordeste do Brasil, tem recebido grande destaque e exploragdo nos ultimos anos
(Barreto et al., 2022); além disso, existem diversos estudos que comprovam a presenca
de nanoparticulas de prata em sua composi¢ao (Barbosa et al., 2019; Barsola; Kumari,

2022; Do Nascimento et al., 2016).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Desenvolvimento de membranas compositas de Poli (Glicerol Sebacato) (PGS)

com a deposi¢do biomimética de fosfatos de célcio (CaP) de interesse biologico e

incorporagdo de nanoparticulas de prata (AgNPs) para regeneragao tecidual ossea.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizar a sintese do polimero de PGS em seu formato denso e esponja
com as devidas proporgoes;

Padronizar o método SBF e incorporagdo do método sobre a superficie das
membranas de PGS;

Padronizar a sintese biogénica de AgNPs e incorporacdo delas nas
superficies das membranas de PGS;

Desenvolver as membranas densas e esponjas de PGS tratadas com
solugdo SBF e incorporadas com AgNPs;

Avaliar a estrutura macro e micro visual de todos os grupos de membranas
de PGS por microscopia eletronica de varredura;

Avaliar a composicao quimica de todos os grupos de membranas de PGS
por espectroscopia na regidao do infravermelho médio com transformada
de Fourier por refletancia total atenuada,;

Avaliar o comportamento de grau de intumescimento e degradacdo
hidrolitica de todos os grupos das membranas de PGS;

Avaliar o comportamento das membranas controle e PGS/CaP no ensaio
mecanico de compressao;

Avaliar o comportamento das membranas controle e PGS/CaP em testes
de calorimetria exploratoria diferencial e termogravimetria;

Avaliar o comportamento de todos os grupos de PGS em ensaios
biologicos de citotoxicidade para a viabilidade celular;

Avaliar as caracteristicas das AgNPs para comprovar a sintese, e realizar
os ensaios de liberagdo in vitro para as membranas PGS/AgNPs e

PGS/CaP/AgNPs.
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4. METODOLOGIAS

4.1. SINTESE DO POLIMERO PGS

O estudo dos parametros de sintese do polimero PGS foi realizado inicialmente
por avaliacdo das caracteristicas macrovisuais no material obtido em duas etapas: (1) pré-
policondensacao (pré-polimero de PGS) e (2) cura (crosslinking do polimero PGS). Desta
forma, foram avaliados a variagdo da quantidade molar entre glicerol e acido sebacico
(1:1, 2:1, 3:1 e 4:1), o tempo de sintese do pré-polimero de PGS por forno micro-ondas
(3, 5 e 10 minutos) e o tempo de etapa de cura em estufa (24 e 48h) a 150 °C. O melhor
resultado macro visual da membrana de PGS com as variagcdes de condigdes, foi o

escolhido para a aplicagao.

4.2. OBTENCAO DAS MEMBRANAS DE PGS DENSA E ESPONJA

Para a obtencdo das membranas, quantidades 1:1 de mondomeros de glicerol
(99,5%, Synth) e acido sebacico (99%, Alderich Chemistry) respectivamente, foram
pesados separadamente em béqueres (25 ml). Os reagentes foram pré-aquecidos a 100
°C/1h em uma estufa (SX 1.2 DTME, n°® 0253, Sterilifer Ind. e Com. LTDA). Ap0s esta
etapa, as quantidades de glicerol e acido sebacico foram misturadas e submetida a pré-
policondensagdo forno micro-ondas (Electrolux, n® 64610530, modelo ME28S) operado
a 650W. A irradiagdo foi aplicada interminavelmente por 5 minutos com intervalos de 10
segundos, onde o vapor formado foi removido ao abrir a porta do forno e nenhum

catalizador ou reagente foi utilizado nesta etapa.

Para a obtencdo das membranas de PGS densa, o pre-PGS obtido foi transferido

para o molde de silicone e a etapa de cura foi conduzida a 150 °C por 24h.

Para a obtencao da esponja de PGS, o pre-PGS ¢ transferido para aquecimento na
estufa no béquer, e a etapa de cura foi conduzida a 140 °C por 10h. Posteriormente, o
PGS foi solubilizado com 9 ml de acetona (99,7% LS Chemicals) e vertido no molde de
silicone previamente preenchido com 9,4g de NaCl (99%, Sigma Aldrich). A cura
completa do material foi conduzida em estufa a 150 °C por 14h. Apds, o agente
porogénico (NaCl) foi removido por processo de salt leaching, ou seja, imerso em agua
destilada sob agitagao por 72h, com troca de o solvente a cada 24h. Entdo, a esponja de

PGS foi seca em estufa a 37 °C/24h.
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O processo de sintese do PGS e obtengdo de membranas densa e esponja pode ser

resumido no fluxograma apresentado pela Figura 5:

Acido
sebacico
.76Iicerol Solubilizacao
- » com acetona
Y T
Pré-tratamento
Moldagem

Estufa/100°C/1h
¢ com NacCl
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150°C/14h
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Pré-polimero

PGS + NaCl

Moldagem Moldagem Salt leaching
do PGS do PGS 72h

Secagem

37°Ci24h

embrana de embrana de
PGS denso PGS esponja <

Figura 5 - Fluxograma do processo de sintese das membranas de PGS denso e esponja.

4.3. PREPARO DE SOLUCOES SBF

As solucdes de fluido corpéreo simulado (SBF) foram preparadas segundo a
metodologia padrdo de Abe et al., (1990) e modificadas por Tas (2000) e Thomazini
(2009). As composigoes e ordem de adicdo dos sais estdo descritas nas Tabelas 2 e 3,

respectivamente.
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Tabela 2 — Concentragdes idnicas das diferentes solugdes SBF utilizadas (mmol.dm™).

Nat*  K°  Mg®* Ca* CI' HPO# SOs& HCOy

SBF0  142,0 5,0 1,5 2,5 147,8 1,0 0,5 4,2
SBF1  142,0 5,0 1,5 2,5 125,0 1,0 0,5 27,0
SBF2  140,4 - - 2,5 142,0 1,86 - -

Tabela 3 — Sequéncias de adi¢des dos sais nas solu¢des de SBF ¢ sua quantidade respectiva.

SBF0 SBF1 SBF2

(Abe et. al., 1990) (Tas, 2000) (Thomazini, 2009)

Substincia Qnt. (g) Substancia Qnt. (g) Substancia  Qnt. (g)
1 NaCl 8,003 1 NaCl 8,003 1 NaCl 8,202
2 NaHCO; 0,335 2 NaHCOs 2,269 2 Na,HPO, 0,331
3 KCl1 0,224 3 KCl1 0,224 3 HCI (ml) 40
4 K,HPO4 0,174 4 K>HPO4 0,174 4 CaCl2H,0 0,456
5 Na;SO4 0,071 |5 Na;SO4 0,071 | 5 NHCZ)%()CHz 6,057

3

6 HCI (ml) 40 6 HCI (ml) 40
7 CaCl,2H,0 0,368 7 CaCl,2H,0 0,368
8 MgCl>H,O 0,305 8 MgCl>H,O 0,170
9 NH;C(CH:0H); 6,057 9 NH,C(CH,0OH);3 6,057

O recobrimento das membranas densas e esponjas de PGS foi realizado por uma
etapa de pré-tratamento com solugdo 0.1M de CaCl» 2H>O (Hong et al., 2006a) a 36.5+0.5
°C por 72h em banho termostatizado (FANEM, modelo BM 1100, water bath). Sendo
que foram realizadas trocas de solugdo a cada 24h. Esta etapa de pré-incubagdo em
solugio contendo ions Ca** é considerada importante para garantir a deposi¢do de apatitas
na superficie de biomateriais poliméricos, sendo estudada por diversos autores no preparo
de membranas compositas polimero-apatita (Granja et al., 2001; Hong et al., 2006b;
Miiller et al., 2005; Takeuchi et al., 2003) Posteriormente, as membranas foram imersas
nas solucdes SBF 0, 1 ou 2 e tratadas a 36.5+0.5 °C por 168h com troca de solucdes a

cada 48 horas. Apds, as membranas passaram pelo processo de secagem a 37 °C por 24h.
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4.4. SINTESE BIOGENICA DE AgNPS E INCORPORACAO EM
MEMBRANAS DE PGS

Para realizar a sintese verde das nanoparticulas de prata (AgNPs), 200 ul do
extrato alcodlico de propolis vermelha (Organish Petersen, Salomon Propolis) foi
adicionado em 100 ml de 4gua destilada e mantido em agitagdo em um agitador magnético
(Heidolph Instruments, n° 200147553) a 500 rpm por 5 minutos. Entdo, o ajuste do valor
de pH da solugdo foi realizado com uma solugdo 0.1M de NaOH (97%, Qhemis), sendo
o valor aferido com um pHmetro (Metrohm, 827 pH lab) até 10,6 (Roy et al., 2010). O
controle deste parametro pode ser justificado pela presenca de compostos fenolicos
(acidos fendlicos e flavonoides) no extrato de propolis, que sdo agentes redutores de ions
prata durante a sintese de AgNPs e, portanto, devem ser oxidados em valor de pH alcalino
permitindo que elétrons disponiveis sejam doados no processo de reducdo.
Posteriormente, 500 pl de solu¢do 0,1M de AgNO3 (99,96%, NEON) ¢ adicionado e

deixado em agitag¢@o por 20 minutos.

A suspensao coloidal de AgNPs foi submetida a centrifugacido (Novatecnica, NT
820) a 4000 rpm por 30 minutos. O pellet foi resuspendido em 15 ml de agua deionizada
e submetido a 3 ciclos de lavagem e centrifugagdo (Corciova, 2019). Esta etapa foi
realizada para garantir a purificagdo das AgNPs apos a sintese. As AgNPs foram
armazenadas sob prote¢do a exposi¢do da luz. Posteriormente, as AgNPs foram
incorporadas nas membranas de PGS por dois métodos: imersdo e deposigao fisica por
evaporacao de solvente. O processo de sintese e incorporagdo pode ser analisado pelo

fluxograma de processos apresentado na Figura 6:
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Figura 6 - Fluxograma do processo de sintese de AgNPs e incorporagdo nas membranas de PGS.

Para o processo de imersdao, as membranas de PGS (densas e esponjas) foram
submersas em 10 ml de suspensdo de AgNPs e deixadas por 24h em temperatura
ambiente, seguida do processo de secagem a 37 °C por 24h. Para o processo de
evaporacao de solvente foi adicionado 5 ml de suspensdo de AgNPs na superficie das

membranas de PGS (densas e esponjas), e foram secas a 37 °C por 24h.
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4.5. PREPARO DE MEMBRANAS DE PGS/CaPs/AgNPs

A deposi¢ao biomimética dos fosfatos de célcio foi realizada nas membranas
densas e esponjas de PGS como descrito no item 4.3 e, sequencialmente, submetidas a
incorporagao das AgNPs, como descrito no item 4.4. A Figura 7 apresenta o fluxograma

geral do processo de obtengdo das membranas densas e esponjas de PGS/CaPs/AgNPs.
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72h/banho marial/36.5 °C

\
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Membranas de PGS tratadas Membranas de PGS tratadas
com as solu¢des SBF e com as solu¢des SBF e
incorporacdo de AgNPs por incorporacado de AgNPs por
imerséo

casting films

Figura 7 - Fluxograma de processos da deposi¢do biomimética de CaPs e incorporacao de AgNPs

nas membranas de PGS.



4.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEYV)

A morfologia da superficie das amostras de PGS, PGS/CaPs, PGS/AgNPs e
PGS/CaPs/AgNPs foram analisadas por microscopio eletronico de varredura (MEV)
(FEI, modelo Quanta 200) do Centro de Microscopia Eletronica (CME) do Instituto de
Biociéncias de Botucatu, IBB-UNESP e também pelo microscopio eletronico de
varredura (FEI, modelo Quanta 400) (FEI Corp, Hillsboro, Oregon, USA) no Laboratorio
de Caracterizagao Estrutural (LCE/UFSCar).

Em ambos os testes, as amostras foram fixadas em suportes de aluminio, e
recobertas com uma fina camada de ouro para viabilizar a analise, os microscopios foram

operados a uma voltagem de 5 e 12,5 kV.

4.7. CARACTERIZACAO QUIMICA POR ESPECTROSCOPIA NA
REGIAO DO INFRAVERMELHO MEDIO

As medidas de espectroscopia na regido do infravermelho médio por transformada
de Fourier com reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) foram realizadas no Nucleo de
Pesquisas Avangadas em Matologia (NUPAM) centrado no Departamento de Produgao
Vegetal (DPV) da Faculdade de Ciéncias Agronomicas (FCA), Campus de Botucatu — SP.
As analises foram realizadas utilizando o espectrofotometro de infravermelho, Spectrum

Two ™ da PerkinElmer.

4.8. TESTES DE INTUMESCIMENTO E DEGRADACAO HIDROLITICA

Os testes de intumescimento e degradacdo hidrolitica foram realizados em
triplicatas. Para o teste de intumescimento, as amostras foram imersas em 10 mL de
solucao tampao-fosfato (PBS) com pH de 7,4, por 24h. Em periodos de 1h, 2h, 3h, 6h,
12h e 24h, as amostras eram retiradas da solugdo fisiologica, colocadas sobre um papel
filtro para a retirada do excesso de solucdo, pesadas e devolvidas para a solugdo. O célculo

do grau de intumescimento (GI) foi realizado seguindo a relagao:

mf -—m;
GI% = —L——% 100 1)

m;
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Em que my € a massa final da amostra e m; ¢ a massa inicial da amostra, em gramas.

Apo6s o término dos ensaios de intumescimento, a partir das 24 horas de imersao
na solugdo PBS, se iniciou os testes de degradagdo hidrolitica. As amostras foram
retiradas da solugdo PBS e imersas em 10 mL de uma nova solucdo de PBS com pH de
7,4 por 96 horas. Em periodos de 24h, 48h, 72h e 96h, as amostras eram retiradas,
colocadas sobre papel filtro para retirar o excesso, pesadas e devolvidas a solugdo. O

calculo do indice de degradagao (ID) foi realizado seguindo a relagao:

m; mf
D% = ——72 x 100 )

m;

Em que my ¢ a massa final da amostra e m; ¢ a massa inicial da amostra, em gramas.

4.9. ENSAIOS MECANICOS

A caracterizagdo mecanica do PGS denso controle, esponja controle ¢ PGS/CaP
denso e esponja foi realizado por meio de testes de compressao uniaxial, de acordo com
anorma ASTM D 695-15. As amostras usadas foram estampadas das placas prensadas e
possuiam didmetro de 8mm e altura de 2 mm para as densas € 7 mm para as porosas
(Figura 8), a estampagem foi realizada utilizando um vazador de aco. Os ensaios foram
realizados em uma maquina universal de ensaios Instron (Figura 9), modelo 5569, usando
uma célula de carga de 500 N, pré carga de 15 N, velocidade de travessa de 1,3 mm/min

e utilizando o software Bluehill, 2.15.

A analise comparativa entre os valores médios de modulo eléstico foi realizada
por meio da andlise de variancia (ANOVA) e pos-teste Tukey com nivel de significancia

de 0,05.
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Figura 8 — Amostras de 8mm de didmetro e 2 mm de altura para as densas e 7 mm de altura para

as esponjas, que foram utilizados no ensaio de compressao.

Figura 9 — Amostras submetidas ao ensaio de compressao, (a) densa e (b) esponja.
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4.10. CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

As temperaturas caracteristicas de transi¢do vitrea (Tg) do PGS controle e do
PGS/CaP foram avaliados pela técnica de calorimetria exploratoria diferencial (DSC).
Para o teste, foi utilizado o equipamento da TA Instruments, modelo QS100, com
nitrogénio como gas de arraste, em fluxo continuo de 50 mL/min. As medidas foram
realizadas submetendo as amostras ao seguinte procedimento: (a) aquecimento de 10
°C/min de -60 °C até¢ 40 °C; (b) isotermia de 3 minutos; (c) resfriamento a taxa de 10

°C/min até -60 °C; (d) segundo aquecimento a 10 °C/min de -60 até 40 °C.

4.11. ANALISE TERMOGRAVIMETRICA

A analise termogravimétrica (TGA) foi empregada a fim de avaliar a estabilidade
térmicas das membranas de PGS e PGS/SBF0, bem como determinar o teor de carga
incorporado nas mesmas. Para o teste, foi utilizado o equipamento de TA Instruments,
modelo TGA Q50, a uma taxa de 20 °C/min, a partir da temperatura ambiente até 800 °C,

sob atmosfera de N».

4.12. ENSAIOS BIOLOGICOS

Para a realizagdo dos ensaios biologicos, inicialmente, foi realizado o
condicionamento do meio com os polimeros de PGS, os quais foram colocados em
diferentes tubos contendo meio de cultura alpha-MEM, sendo o volume de meio
determinado conforme ISO 10993:2012(E). Apo6s essa etapa os tubos foram colocados na
estufa imida a 37°C contendo 5% de CO: por um periodo de 24h. Em seguida, para
realizagdo do teste de viabilidade celular, as células murinas MC3T3-E1 subclone-4
foram plaqueadas em uma densidade de 5x10° células por pogo em microplacas de 96
pogos e cultivadas por 24h em estufa imida a 37°C contendo 5% de CO». Ao atingirem a
semi-confluéncia, 24h apos o plaqueamento, os meios foram filtrados e suplementados
com 10% soro fetal bovino (SFB), as células foram entdo tratadas com os meios
condicionados do PGS. Apds 24h e 72h, a viabilidade celular foi avaliada pelo teste de
reducdo do sal de tetrazolio (MTT), a absorbancia correspondente a cada pogo foi
determinada por espectrofotometria a 570 nm em leitor de microplacas (Biotek — Sinergy

HTX) (Mosmann, 1983).
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Os resultados foram realizados em seis replicatas, média + SD e foi utilizado one-
way ANOVA. Esses ensaios foram realizados em parceria com o Laboratério de
Biomateriais e Técnicas Eletroquimicas, do Instituto de Biociéncias de Botucatu, IBB-

UNESP.

4.13. CURVA ANALITICA PARA QUANTIFICACAO DA PROPOLIS E
AgNPs

As solugdes do extrato alcoolico de propolis vermelha (Organish Petersen,
Salomon Propolis) foram preparados em um intervalo de concentragdes de 0,001 a 0,005
g/1. Os valores de absorbancia de cada solu¢do foram medidos entre os comprimentos de
onda de 240 nm a 400 nm utilizando o espectrofotdometro BEL Photonics M51. A partir
dos espectros, os valores de absorbancia nos comprimentos de onda 285 ¢ 424 nm,
referente a absor¢do maxima dos polifendis presentes na propolis e AgNPs. Os resultados
obtidos correspondem a média de trés determinagdes, que foram utilizados para a

construcdo da curva analitica. A equagao da reta foi obtida por regressdo linear.

4.14. CARACTERIZACOES DAS AgNPS

As AgNPs foram sintetizadas seguindo os passos descritos no item 4.4 e, logo
apos, foram caracterizadas com a técnica de UV-Vis utilizando o espectrofotometro BEL
Photonics M51, em parceria com o Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia
(DBB), e o equipamento centrado no Laboratorio Central Multiusudrio (LACEM), da
Faculdade de Ciéncias Agronomicas (FCA), Campus de Botucatu — SP.

Apés, foram submetidas a andlise do didmetro hidrodindmico (nm) por
espalhamento de luz dindmico (DLS), utilizando o equipamento DynaPro Titan, DP-TH-
03, vale ressaltar, que os graficos obtidos pelo DLS foram criados utilizando o software
DYNAMICS V6, em parceria com o Departamento de Biofisica e Farmacologia (DBF),
e o0 equipamento centrado no Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural (LBME), do

Instituto de Biociéncias (IB), Campus de Botucatu — SP.
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4.15. CINETICA DE LIBERACAO DA PROPOLIS E AgNPS

A andlise da cinética de liberagdo da propolis vermelha e das AgNPs foram
realizadas em triplicatas. Todas as amostras foram pesadas antes da realizagao dos testes.
Apos a elaboracao das duas curvas padroes, as amostras tratadas com a solugao suspensa
de AgNPs foram submersas em 10 ml de solugao fisiologica de NaCl 0,9% durante 6 dias.
Nos intervalos de tempo de Oh30min, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96, 120h e 144h
uma aliquota de 3,0 ml foi retirada de cada amostra e analisadas por espectrofotometria
na regido do UV-Vis para obter a curva de liberagdo in vitro da propolis e AgNPs. A
aliquota retirada foi entdo devolvida na solugdo de origem apoés cada leitura. A
concentragdo de propolis vermelha e AgNPs em cada tempo foi determinada pela equagao

da curva analitica padrao (Item 4.9).

A construcdo da curva da eficiéncia de liberagao (EF) em porcentagem de propolis

vermelha e das AgNPs foi realizado seguindo a relagdo:

Ce

EF% = C

a

x 100 3
— 3

Em que C; ¢ a concentracao da solu¢do no determinado tempo, C, € a concentracao

absoluta de propolis vermelha e AgNPs e m ¢ a massa da amostra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ANALISE MACROVISUAL

O pré-polimero de PGS (Figura 10.a) apresentou um aspecto esbranquicado e com
uma consisténcia de cera a temperatura ambiente, evidenciando entdo o processo de pré-
policondensacdo. A membrana densa de PGS (Figura 10.b), apds a etapa de cura,
apresentou uma coloragdo amarelada e com caracteristicas translucidas, possuindo boa
elasticidade com tendéncia de retornar a forma original apos cessar o esfor¢o aplicado,
devido a efeito de memoria de forma deste elastdmero (Zulkifli et al., 2022). A esponja
de PGS (Figura 10.c) apresentou uma coloragdo amarela/alaranjada, porém, a

flexibilidade da membrana ¢ altamente impactada devido ao grande nimero de poros.

A esponja de PGS se assemelha com a fase porosa do tecido dsseo, obtendo com
éxito um material que mimetiza a fase desejada, se tornando um grande potencial de

aplicagdo para a regeneragao tecidual dssea.

A reparacdo do tecido 0sseo causada por um trauma ou doenga ¢ um processo que
necessita a busca por abordagens mais eficazes para promover a regeneracdo Ossea.
Biomateriais vem sendo desenvolvidos para cumprir este papel, e ganham destaques por
contornarem as limitacdes nas fontes de tecido 6sseo e evitarem rejeicdes imunologicas
associadas aos transplantes autogenos e alogénicos (Liang et al., 2020; Sheng et al.,
2019). Os elastomeros de PGS tem demonstrado €xito em diversas areas biomédicas
devido a biocompatibilidade, propriedades elésticas e a presenga abundante de grupos

hidroxila laterais, que podem ser facilmente funcionalizadas (Liang et al., 2020).

Para assegurar uma maior capacidade angiogénica, ¢ interessante a presenca de
poros no material, que regula e facilita o crescimento celular, integrando os vasos
sanguineos. As técnicas de fabricacdo desempenham um papel importante na
determinagdo das propriedades fisico-quimicas e biologicas do scaffold (Miri et al.,

2016).

A grande vantagem de o PGS possuir caracteristica elastomérica elevada, ¢ a
possibilidade da adi¢do de poros em sua superficie, que tornam o material semelhante ao
tecido esponjoso dsseo. Esse tecido esponjoso desempenha um papel fundamental na
manutencdo da integridade 6ssea, predominantemente encontrada nas extremidades dos
0ssos longos e nas regides centrais dos 0ssos planos; possui uma arquitetura baseada em

um rede tridimensional, formando pequenos espagos interconectados, que sao
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preenchidos por medula 6ssea, conferindo resisténcia e peso relativamente baixo (Phipps

et al., 2012).

Com a presencga de poros no tecido, sao conferidas fungdes bioldgicas essenciais,
pois estes espagos proporcionam um ambiente propicio para o armazenamento de células-
tronco hematopoiéticas na medula 6ssea, contribuindo para a produgdo de células
sanguineas ¢ metabolismo energético, além de facilitar a difusdo de nutrientes, oxigénio
e outros elementos para o metabolismo celular. Sendo assim, o desenvolvimento de um
scaffold que seja capaz de mimetizar essa estrutura 6ssea se torna de grande interesse para

a engenharia de tecidos (Salhotra et al., 2020; Valtanen et al., 2021).

Figura 10 — Visao macrovisual das membranas de PGS, onde: (a) pré-polimero, (b) densa e (c)

esponja.

A notavel diferenca de estrutura macrovisual do PGS denso para o esponja ¢
evidente, onde podem ser estudados diferentes campos de aplicagdo do material, que se
assemelhem ao seu design gerado pela sintese, como por exemplo, aplicagdes em tecidos
nervosos, cartilaginosos e dérmicos para o material em formato denso, e 6sseo, cardiaco

€ nervoso para o material esponja (Wu et al., 2021%).

Ao ser realizado a deposi¢do biomimética de CaP na estrutura do PGS (denso e
esponja) ja era esperado que nao ocorressem mudangas macrovisuais evidentes, visto que
a técnica de SBF ¢ eficiente para uma deposicdo em escala micrométrica, sendo assim,
como apresentado na Figura 11, as membranas tratadas ndo sofreram mudangas

macrovisuais, nao foi observado perca de translucidez ou de flexibilidade nas membranas
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densas, e nas membranas esponjas a flexibilidade continua comprometida devido ao
grande nivel de poros ainda presentes em sua estrutura (Wang et al., 2019; Yu et al., 2023;

Zaky et al., 2017).

Figura 11 — Visdo macrovisual das membranas de PGS, onde: (a) denso/SBFO, (b) denso/SBF1,
(c) denso/SBF2, (d) esponja/SBFO0, (e) esponja/SBF1 e (f) esponja/SBF2.

Os materiais poliméricos incorporados com nanomateriais, os nanocompositos,
tem sido amplamente utilizado como revestimento devido suas propriedades unicas
provenientes da interacdo entre materiais em escala nanométrica e as caracteristicas
processaveis e flexiveis dos polimeros. As membranas de nanocompoésitos tem como
aplicagdo, por exemplo, em processos de separagdo de gases e funcionam como
membrana de osmose reversa, proporcionando alta seletividade e permeabilidade; além
de que, essas membranas sdo empregadas em embalagens para atender a requisitos

especificos de propriedade de barreira (Bonnet et al., 2007; Venkatesh et al., 2021).
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Os métodos convencionais de produgdo de nanocompdsitos enfrentam desafios na
fabricacdo de revestimentos e membranas com fragdes elevadas de NPs, ja que as forcas
interparticulares intensas e alta area superficial dos materiais em escala nanométrica os
tornam propensos a agregacao, dificultando etapas de mistura, composicao, ¢ producao
de filmes finos (Bose et al., 2017; Siegel et al., 2020). Esses métodos convencionais
baseados em soluc¢do ou fissdo sdo normalmente otimizados para processar misturas com
menos de 10% de NPs. A polimerizagdo in situ, que envolve a mistura de monomeros e
NPs, seguida pela polimerizagdo dos mondmeros nos intersticios das NPs, possibilita
maiores fracoes de preenchimentos devido a baixa viscosidade dos mondmeros, porém,
as NPs podem impedir a polimerizacdo, e muitos polimeros naturais, como
polissacarideos e proteinas, ndo podem ser polimerizados facilmente a partir de seus

monomeros (Bose et al., 2017; Venkatesh et al., 2021).

As membranas poliméricas nanocompositas altamente carregadas de NPs, que
possuem uma fracao volumétrica maior que 50%, apresentam melhorias de propriedades,
como térmica e elétrica, essenciais para atingir alta condutividade. Deste modo, estes
materiais apresentam aprimoramentos significativos em sua condutividade, alcangando
ordens de magnitude superiores; um teor de carga mais elevado, resulta em indices de
refracdo mais altos, além de promover melhorias na resisténcia e tenacidade (Bonnet et

al., 2007).

Por exemplo, membranas nanocompositas poliméricas com elevada propor¢ao de
NPs anisotropicas, que mimetizam a estrutura da ostra, podem apresentar
simultaneamente alta resisténcia, rigidez e tenacidade, tornando-os especialmente

adequados para aplicagcdes em revestimento de prote¢do (Venkatesh et al., 2021).

A Figura 12 apresenta as membranas densas e esponjas de PGS/AgNPs, onde as
NPs foram depositadas por métodos de evaporagao de solvente e por imersdao. Em 12.a e
12.b ¢ visivel a deposicdo por evaporacao, porém, como o PGS possui um carater
hidrofobico, a deposicdo por evaporagdo ndo se torna eficiente em ser homogénea, ela
acaba se agregando em regides especificas do material, produzindo “manchas” pela
superficie, porém em nenhuma das membranas foi apresentado mudanca de flexibilidade,
elas permanecem com seu comportamento original (Bonnet et al., 2007; Bose et al., 2017,

Venkatesh et al., 2021).
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Tendo em vista a auséncia de “manchas”, as figuras 12.c e 12.d sugerem que o
método de imersdo das membranas de PGS nas suspensdes de AgNPs foi mais eficiente
em uma deposicdo homogénea. Ambas as membranas permaneceram com suas
flexibilidades originais, conforme mencionado anteriormente (Shaaban; Zayed; Salama,

2023; Singh et al., 2018).

Figura 12 — Visdo macrovisual das membranas de PGS (a) denso/AgNP evaporagdo, (b)

esponja/AgNP evaporagdo, (c) denso/AgNP imersao e (d) esponja/AgNP imerséo.

Cabe destacar que, durante a sintese das AgNPs, o meio reacional sofre uma
mudan¢a de coloragdo. Neste sentido, a Figura 13.a apresenta a solucdo inicial do

processo de sintese, onde o extrato alcodlico de propolis vermelha esta solubilizado em
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agua destilada. A imagem 13.b por sua vez, evidenciou a mudanga de coloragao ao realizar
o ajuste de valor de pH para 10,6 devido a ativacdo com compostos presentes na solugdo
de prépolis, como por exemplo, terpenoides e flavonoides (Kischkel et al., 2020). Apos
a adi¢do do reagente AgNOs3, ocorre a mudanca de coloragdo de amarelo para o marrom
escuro (Figura 13.c), indicando a redugdo dos ions prata (Ag") para a formagdo das

AgNPs (Kischkel et al., 2020).

Figura 13 — Processo de sintese biogénica das AgNPs representado pelas mudangas de coloragdo
na suspensdo, em que (a) é o extrato alcodlico de propolis vermelha solubilizado com agua
deionizada, (b) € apos o ajuste de pH para 10,6 com solugdo 0,1M de NaOH, e (c) ¢ a suspensdo

final ap6s adigdo de AgNO; e 20 minutos de agitagao.

As AgNPs tem sido estudadas em tecnologias de membranas devido as suas
propriedades antibacterianas, Opticas, elétricas e cataliticas. A membrana que incorpora
AgNPs demonstra eficiéncia Unica de separacdo e desempenho, com alta atividade
antimicrobiana, degradacdo fotocatalitica, resposta térmica e eletrocondutividade (Yu et
al., 2022). Estes estudos indicam que as AgNPs podem aprimorar o efeito antifouling das
membranas, seja por meio exclusivo de AgNPs ou em combinagdo com substancias como
oxido de grafeno (Sun et al., 2015), nitreto de carbono grafitico (Zhao et al., 2020),
polidopamina (Xu et al., 2013) e outras (Yu et al., 2022).

Considerando que o efeito antimicrobiano ¢ uma das propriedades mais
proeminentes das AgNPs, o qual quando tratado por rota biogé€nica, promove um
sinergismo entre os componentes do bioativo, que ajuda na estabilizagdo das AgNPs na

suspensao. Esse efeito antimicrobiano € principalmente determinado por dois processos
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distintos: (i) a dissolugdo/liberagdo de AgNPs e Ag", (ii) e a reagdo de AgNPs e Ag" com
as células (Rastogi et al., 2019; Yu et al., 2022).

Este processo ocorre, pois, as AgNPs de tamanho mais elevado se dissolvem
devido as reacdes fisicas ou quimicas complexas com o ambiente circundante.
Posteriormente, as AgNPs menores ¢ o ion Ag" sdo produzidos e danificam diretamente
a estrutura celular dos microrganismos, causando sua morte. O processo antimicrobianos
das AgNPs depende significativamente do seu tamanho e dos ions presentes na solugao,
ou seja, o processo de dissolugdo esta diretamente ligado com a atividade antimicrobiana

das AgNPs (Rastogi et al., 2019; Siegel et al., 2020; Xu et al., 2013).

A dissolucdo das AgNPs estd associada a trés fatores principais: liberacdo de NPs
em tamanho reduzido e ions Ag’; passivacdo na superficie das AgNPs; e desativagio.
Normalmente, a rea¢do entre AgNPs e O, forma uma camada de 6xido AgOx(OH)y na
superficie externa das NPs. Substancias levemente acidas ou corrosivas (por exemplo,
moléculas contendo amdnia, aminas primarias e/ou aminas secundarias) podem promover
a dissolu¢do da camada de 6xido, facilitando a liberagdo dos ions Ag”. Além disso, a
geracdo de ions Ag" leva a fragmentagdo das AgNPs maiores, acompanhado pela
formagdo de AgNPs menores durante a redugdo de Ag" sob condi¢gdes quimicas ou

induzidas por luz (Li; Lenhart, 2012).

Porém, o efeito fototérmico da excita¢do plasmonica leva a reducio de Ag* para
AgNPs, que gradualmente se tornam particulas maiores. Tanto a formagao de precipitados
insoluveis quanto AgNPs de grande porte, resultam na perda da atividade antimicrobiana.
Em solugdo, as NPs, tendem a se segregar devido as interagdes de Van der Waals. A
medida que a for¢ca id6nica da solugdo aumenta, a energia potencial de repulsdo
eletrostatica entre as AgNPs ¢ neutralizada, que acaba promovendo sua agregacdo

(Levard et al., 2011; Li; Lenhart, 2012).

Desta forma, tanto a formacdo de precipitados insoliveis quanto de AgNPs
maiores resultam na redugdo da atividade antimicrobiana. De maneira geral, a passiva¢ao
complexa das NPs geralmente estd acompanhada pela desativagdo das AgNPs e fons Ag”

de menor tamanho (Badawy et al., 2010; Yu et al., 2022).

59



5.2. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) apresentadas na Figura
14.a indicam a visao com uma magnitude de 5.000x da membrana controle densa de PGS,
caracterizada por uma estrutura lisa e continua, que ja se difere quando adicionamos uma
maior magnitude, apresentados na Figura 14.b e 14.c, onde se torna visivel a presenca de
uma quantidade relativamente alta de rugosidade na superficie do material, isso se da
devido ao nivel de reticulagdo do polimero. Essa caracteristica estrutural do material
acaba sendo significativa para a aplicacdo em engenharia de tecidos, na area de tecidos
moles, visto que sua estrutural lisa e planar pode propiciar a agregacao de células e ser
capaz de receber maiores niveis de impacto (Lau et al., 2020a; Sencadas; Sadat; Silva,

2020).

A Figura 14.d apresenta a estrutura da membrana esponja de PGS em magnitude
de 100x, a fim de proporcionar uma visdo macro dos poros depositados pelo agente
porogénico. Essa imagem confirma que a membrana esponja apresenta um alto nivel de
poros, variando de poros grandes (400 pum) a poros menores (~75 pm); que sdo
indicativos de que o processo de salt leaching com a utilizagdo de particulas de NaCl
obteve sucesso. Porém, esse método ndo apresenta uma deposi¢cao completa de poros
sobre o0 material, mas ¢ o método mais comumente utilizado, direto e simples de aplicagdo
em materiais poliméricos (Leblon et al., 2013). A Figura 14.e e 14.f apresentam uma
aproximacao ainda maior sobre um dos poros principais, onde também se observa uma
estrutura rugosa do material, se tornando interessante para aplicacdo em regeneragao

ossea.

Uma das caracteristicas interessantes da utilizagdo do método salt leaching para
deposicao de poros em um material poliméricos, e que pelo PGS ser um polimero
elastomero, possuir a capacidade de se moldar e apresentar certa flexibilidade, ao adentrar
os intersticios do agente porogénico, ele mantém o formato do material (no caso das

particulas de NaCl, um formato quadrangular caracteristico) (Rai et al., 2013).
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Figura 14 — Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura das membranas de PGS em

seu formado (a, b e ¢) denso ¢ (d, e e f) esponja.
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Ao realizar uma observagdo mais precisa das membranas esponjas de PGS, ¢
possivel observar a presenga de microporos, melhor observados na Figura 15, que podem
ter sido criados pela remogao do glicerol durante o processo de transesterificacdo, ja que,
este processo ocorre durante todo o processo de policondensagdo da matriz do polimero,
assim permitindo que a molécula de glicerol desempenhe a fun¢ao de agente porogénico,
pois o NaCl utilizado ndo possuia particulas menores que 20 um, portanto ndo foram
responsaveis pela deposi¢do destes microporos; e, sendo que a presenca de dgua nao faz
com que o PGS inche, concluisse que esses microporos ndo foram causados pelo processo
de lixiviacdo e sua subsequente remocdo durante o processo de secagem (Gao et. al.,

2006).

HV | Det —l T Mag| HV |Det| WD |——————400.0um
25kV|ETD|11.6 mm CME-IBB-UNESP 449x12.5 kVIETD(11.0 mm CME-IBBE-UNESP

Figura 15 — Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura das esponjas de PGS, onde
se tem a presenca de microporos ao redor dos poros maiores, onde (a) representa uma visdo maior

da estrutura, ja (b) e (c) apresentam uma visao mais focada nos microporos.
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Com a realizagdo da deposi¢do biomimética de CaP sob a superficie das
membranas de PGS, podem ser observadas mudancas de microestrutura da superficie. A
biomineraliza¢do, como a formag¢ao de apatita, ocorre principalmente pela adsor¢do de
ions de calcio em um grupo artificialmente carregado negativamente no material e sua
subsequente complexagdo com ions fosfato (Leonor et al., 2007; Tanahashi; Matsuda,
1997). Como resultado, fosfato de calcio amorfo com uma baixa razdo de Ca/P sera
formado, o que ¢ uma fase metaestavel e eventualmente se transformara em apatita estavel

(Kokubo et al., 2004; Kokubo; Kim; Kawashita, 2003; Leonor et al., 2007).

A Figura 16 apresenta as micrografias de superficie das membranas densas
comparando os diferentes tratamentos SBF propostos. Quando comparado com a
membrana controle, essa diferengas se tornam evidentes, onde pode ser observado a
presenca de particulas sob a superficie anteriormente lisa e continua da membrana, e
quando amplificado a magnitude da imagem, é possivel observar as camadas de

recobrimento depositadas sobe a superficie da membrana (Lau et al., 2020a).

Pode ser observado na Figura 16.c a estrutura lisa ¢ uniforme caracteristica do
PGS denso, e com alguns aglomerados de particulas ao lado, representando o tratamento
por solucdo SBFO; ou seja, esta composi¢do ndo foi adequada para uma deposi¢ao
uniforme de CaP na superficie do PGS, que ja pode ser diferenciada quando analisado a
Figura 16.g e 16.h, onde se tem claramente uma deposi¢cdo homogénea de fases de CaP
na membrana. Visualmente, o recobrimento esta em uma forma satisfatoria e condiz com
o esperado e previsto pela literatura ao realizar deposicao biomimética de CaP por método
SBF, porém ndo ¢ possivel afirmar qual a fase cristalina de fosfatos de célcio de interesse
biolégico formada no recobrimento, uma vez que ndo se tem a propor¢ao Ca/P ou

aplicacdo da técnica de Difragdo de Raios x (DRX) (Furko et al., 2023; Wu et al., 2023a).

Quando observamos as mudancas estruturais do PGS esponja com os diferentes
tratamentos de SBF na Figura 17, podemos observar novamente a presenca de deposi¢ao
de CaP nos intersticios dos poros, que possuem uma estrutura mais condensada e rugosa
quando comparado ao grupo controle na Figura 14.d. Essas diferencas podem ser
observadas em todos os tratamentos, porém quando analisadas em uma maior magnitude
(Figura 17.d.h.1) a presenca do recobrimento se torna presente e caracteristico, onde
existem agregados maiores e menores de particulas que possuem morfologia adequada de

um CaP em diferentes fases de deposi¢ao (Davoodi et al., 2022; Lau et al., 2020a).
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A deposicao de CaP nas esponjas de PGS também nao ocorreu de forma uniforme,
podendo ser explicado pelo alto nivel de porosidade do material, que dificulta o processo
de deposi¢ao, porém o material foi capaz de receber a deposicao, o que abrange aplicacdes
em engenharia de tecidos, especificamente em regeneracao ossea. Para os recobrimentos
das esponjas também nao foi possivel quantificar a propor¢ao Ca/P, impossibilitando na

exatiddo da fase de CaP presente pelas deposicdes.

Como as AgNPs sintetizadas obtiveram um raio de em média 9 nm, os
microscopios eletronicos ndo possuiam magnitude suficiente para a verificacdo de
incorporagdo nas membranas de PGS, por conta disso, as imagens das membranas densas
e esponjas de PGS tratadas com AgNPs ndo serdo expostas. Para que fosse possivel a
visualizacdo morfologicas das AgNPs, seria necessario realizar Microscopia Eletronica

de Transmissao (MET).

Porém, em uma das membranas densas (SBF1/AgNPs) foi possivel observar em
algumas regides, a deposicdo de CaP em possiveis fases diferentes, como mostradas na
Figura 18, onde as fases de 18.a e 18.b diferem morfologicamente de 18.c, demostrando
sucesso de deposi¢do de CaP na superficie da membrana, e indicando que as AgNPs

podem possuir a¢ao de estimulo para as diferentes fases (Monte et al., 2023b).
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Figura 16 — Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura das membranas densas de

PGS tratadas com solug¢do SBF, em que: (a, b, ¢c e d) SBFO, (e, f, ge h) SBF1 e (i, j k e I) SBF2.
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Figura 17 — Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura das esponjas de PGS

tratadas com solucdo SBF, em que: (a, b, c e d) SBFO, (e, f, g e h) SBF1 e (i, j k e 1) SBF2.
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A presenca de aglomerados com caracteristicas morfologicas em formato
esféricos ou cubico representa um padrdo menos cristalino, sugerindo a presenca de fase
amorfa de fosfato de calcio (ACP). A presenca de particulas em formato bastoes pode ser
um indicativo da formagao da fase OCP (Aparecida et al., 2007), que ¢ precursora da fase
de hidroxiapatita, indicando caracteristicas de capacidade de substitui¢cdes cationicas e
anidnicas, bem como habilidade em promover uma adsor¢ao de proteinas e reabsor¢ao
rapida em meio bioldgico. As micrografias em alta magnitude apresenta a formagao de
cristais em formato de agulhas altamente aglomerados podem ser indicativos da formagao
de hidroxiapatita estequiométrica (Ca/P 1,62) (Leonor et al., 2007). Portanto, a
caracterizacdo morfoldgica das amostras submetidas a imersdo em SBF durante 7 dias

mostraram a efetivagdo da precipitacdo de apatitas na superficie do polimero PGS.

Figura 18 — Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura de membranas densas de
PGS tratadas com SBF e com AgNPs, apresentando possiveis diferentes fases de CaP depositadas

em um mesmo grupamento da membrana.
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5.4. ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO MEDIO

A eficiéncia da etapa de cura para a sintese do polimero PGS (Figura 19) foi
avaliada pela técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) utilizando o acessorio de reflexdo total atenuada na
superficie (ATR). As andlises dos grupos quimicos presentes nas membranas € esponjas
de PGS antes e apds a deposicdo da fase mineral e/ou AgNPs por casting e imersao
(Figura 20, (a) esponja e (b) densa, respectivamente) estao representados pelos espectros

de FTIR-ATR.

As reagdes de pré-condensagdo e polimerizagdo do PGS (Figura 19) podem ser
acompanhadas pelas bandas referentes aos grupos hidroxila (-OH), carbonila (-COOH) e
metileno (-CHz), que indicam como as etapas de sintese influenciam na esterificacao e
formagao de ligagdes cruzadas. O espectro do pre-PGS apresenta o modo vibracional
caracteristico a 1686 cm referente ao grupo carbonil (C=0) do grupo do A4cido
carboxilico do acido sebécico (Aydin et al., 2013; Li et al., 2015) no pré-polimero. Entre
3100-3500 cm™, a presenca de uma banda larga é atribuida aos estiramentos
antissimétrico e simétrico das vibragdes O—H. Sendo que, a banda de absor¢do de
dobramento do grupo hidroxila (OH) pode ser observada a 1415 cm™'. A banda a 3318

cm’! corresponde ao -OH da molécula do glicerol.

Apos a etapa de cura, a banda referente a carbonila é observada em 1733 cm™,
juntamente, com o surgimento de uma banda de absor¢do da ligagio C-O em 1159 cm™ e
1095 cm™!, que sdo caracteristicas do grupo éster indicando a reagdo de esterificagio com
formacao de ligagdes cruzadas nos pré-polimeros de PGS para a obtengdo do polimero
elastomero de PGS (espectros PGS denso e PGS esponja, Figura 20). Simultaneamente,
a intensidade da banda referente ao estiramento O-H (3445 cm™') diminui, que pode ser
indicativo do consumo das hidroxilas com a formacao da reticulag@o do grupo éster (Yang

etal., 2015b).

No intervalo de 1300 a 1500 cm™, as bandas indicam a absorcdo de dobramento
dos grupos alcanos. Sendo que as bandas em 1378 cm™ e 1460 cm! correspondentes ao
dobramento “simétrico” do grupo metil (-CH3) e ao dobramento em “tesoura” do alcano

principal (-CHz2) da cadeia, respectivamente (Aydin et al., 2013; Saudi et al., 2019).

Apos a deposicao com a solu¢ao de SBF (Figura 20), foram observados os modos

de absorcdo a 1054, 1037 e 596 cm™'. Sendo que as amostras em esponja (Figura 20.a)
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apresentaram maior intensidade das bandas quando comparado as membranas densas
(Figura 20.b). Essas bandas de absorc3o na regido de 900-1200 cm™' podem ser atribuidas
a0 estiramento PO4> (estiramentos P-O e deformacdo angular do modo O-P-O) dos
fosfatos de calcio de interesse biologico (Fraga et al., 2011; Legeros, 1993; Mestres; Le

Van; Ginebra, 2012; Rhee, 2002; Yang et al., 2009; Zhao et al., 2014).

A literatura tem reportado que a presenga de uma banda intensa em
aproximadamente 1035 cm-1 devido a ligagdo P-O e uma banda a 1544 cm™ pode ser
atribuido a presenca de uma camada de apatitas hidroxicarbonatadas (Tevlek; Agacik;

Aydin, 2020).

Foram realizadas medidas de ATR-FTIR em todo grupo de esponjas e membranas
densas tratadas com método biomimético de solu¢des SBF e incorporadas com as AgNPs

processo casting e imersao (Figuras 21 e 22).

Pré-polimero

PGS denso

PGS esponja

v T T T T T
4000 3000 2000 1000
Comprimento de onda (cm™)

Figura 19 — Espectros comparativos de ATR-FTIR do pré-polimero de PGS, membrana de PGS
densa e membrana de PGS esponja.
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Figura 20 — Espectros comparativos de ATR-FTIR, em que (a) representa a membrana esponja ¢

(b) representa a membrana densa.
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Figura 21 — Espectros de ATR-FTIR das esponjas de PGS tratadas com solu¢des SBF ¢ AgNPs

por método de evaporagdo de solvente e imersdo.
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Figura 22 — Espectros de ATR-FTIR das membranas densas de PGS tratadas com solu¢des SBF

e AgNPs por método de evaporacao de solvente e imersao.

Os espectros da Figura 21 apresentam uma banda caracteristica entre 3000 a 3700

cm! referente ao grupo OH™ (H,0) em relagdo a Figura 22, podendo ser caracterizado

pela membrana porosa de PGS possuir habilidade mais hidrofilica que a membrana densa.

Alguns grupamentos de fosfatos de célcio podem ser observados nas membranas com

incorporadas com solugdo SBF, como por exemplo COs* (substitui¢io do tipo A) na

banda 1450 cm™!. As Tabelas 4, 5 e 6 apresentam os modos de vibracdo caracteristicos

referentes ao pré-polimero de PGS, PGS e fosfatos de célcio.
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Tabela 4 — Principais frequéncias de absor¢do no ATR-FTIR do pre-PGS.

Grupamento Comprimento de onda (cm™)
Acido alifatico 926

C=0 1686

-CHz 2850 e 2916

O-H 3103 € 3657

Tabela 5 — Principais frequéncias de absor¢ao no ATR-FTIR do PGS.

Grupamento Comprimento de onda (cm™)
Alongamento O-H 801
Curvamento O-H 1378
-COOH 1732
0-C=0 1159
-CHz 2856 € 2929

Tabela 6 — Frequéncias de absor¢do no ATR-FTIR dos fosfatos de célcio.

Grupamento Comprimento de onda (cm™)
PO4* 474, 562, 580, 640, 960-1200
P-OH 527, 870, 910-1040
COs* (substituigio tipo A) 880, 1450, 1514
CO»* (substituigdo tipo B) 870, 1412, 1465
OH" (livre) 630, 3569

A andlise dos espectros de ATR-FTIR auxilia na deteccdo dos componentes

quimicos presentes na amostra, sendo assim, a escolha de sintese e tratamentos de

modificagdo se mostraram promissores para integrar o PGS e propor um material com

revestimento biomimético e bioativo, porém ¢ necessario a aplicagdao de técnicas mais

precisas para a identificacdo das fases cristalinas de fosfatos de célcio (por exemplo,

difratometria de raios x) e das propriedades morfologicas.
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5.5. GRAU DE INTUMESCIMENTO

O grau de intumescimento esta diretamente ligado a quantidade de solvente
aquoso que ¢ absorvida pela matriz polimérica ao longo do tempo, o que resulta na
expansao da estrutura do polimero devido a interagdo entre o polimero e o solvente. Esse
aspecto ¢ de grande importancia, especialmente no contexto de biomateriais implantaveis,
uma vez que essa caracteristica estd profundamente relacionada a capacidade de
transferéncia de nutrientes e metabdlitos. No entanto, ¢ importante notar que uma taxa
elevada de absor¢do de dgua pode acelerar o processo de degradacao e comprometer a
integridade dos biomateriais (Rai et al., 2012b). A Figura 23 apresenta o grau de
intumescimento das membranas densas de PGS ap6s 24 horas de imersdo, ¢ a Figura 24
apresenta o grau de intumescimento das membranas esponjas de PGS pos 24 horas de

imersdo, ambas em solucao PBS, a temperatura ambiente com pH de 7,4.

Observa-se que todas as membranas porosas obtiveram um grau de
intumescimento relativamente maiores que as membranas densas, isso pode ser
justificado pela quantidade de poros presentes na membrana, esses macro- micro poros
tornam a superficie do polimero mais favoravel a absor¢ao da solucdo, onde se obtém um
carater hidrofilico do PGS com a adig@o de poros em sua superficie. J& a membrana densa
de PGS apresenta um carater hidrofobico, ou seja, ela estd menos propensa a absor¢ao da

solugdo (Asgharnejad-Laskoukalayeh et al., 2022; Wu et al., 2023).

As modificagdes aplicadas as membranas de PGS nao refletiram em seu grau de
intumescimento no grupo esponja, uma vez que ele se assemelha ao da membrana
controle, que acaba sendo uma vantagem ja que por ser um biomaterial com capacidade
de reabsor¢do, a mudanca de revestimento deve se adaptar ao processo natural do
polimero (Lau et al., 2020; Liu et al., 2019). J4 nas membranas densas, pode se observar
que ao realizarmos ambos tratamentos (CaP/AgNPs) a membrana se torna mais
hidrofilica quando comparada com os grupos controle e tratamentos individuais,
refletindo que os tratamentos sobrepostos, podem tornar a superficie da membrana densa
mais hidrofilica, um carater importante quando se fala em uma aplicagdo bioldgica do

material (Kafouris et al., 2013).

Como o PGS possui baixa solubilidade em agua, o grau de intumescimento das
membranas densas ndo se torna tao expressivo, diferentemente das membranas esponjas;

porém, segundo estudos apresentados pela literatura, o PGS possui diferentes
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comportamentos de intumescimento dependendo do meio aquoso que ¢ adicionado,
também interferindo em sua eficiéncia de carregamento; esses meio aquosos variam entre
agua deionizada, solugdo fisioldgica, solugdo PBS, etanol ou acetona (Sencadas; Sadat;
Silva, 2020b,Nasiri; Ahmadi; Afshar-Taromi, 2023). As curvas de grau de
intumescimento realizadas durante as 24 horas de imersdo, podem ser analisadas com

mais detalhes no Apéndice A.

As redes anfifilicas (APCNs) representam uma nova classe de materiais
poliméricos reticulados que compreendem segmentos hidrofilicos e hidrofébicos,
compartilhando varias caracteristicas de hidrogéis e surfactantes (Mespouille; Hedrick;
Dubois, 2009). A interconexdo dos componentes poliméricos (lineares) para formar as
APCNSs pode ser realizada de diferentes maneiras, garantindo varios graus de perfei¢ao
estrutural (Kafouris; Gradzielski; Patrickios, 2009). Esses componentes sao, na maioria
das vezes, polimeros de adi¢do, geralmente preparados por polimerizacdo radical livre
convencional. No entanto, mais recentemente, também tém sido produzidos por
polimerizacdo controlada, resultando em segmentos poliméricos de comprimento bem

definido (Kafouris et al., 2013).

Um exemplo de um polimero de condensagdo que pode representar um
interessante sistema APCN ¢ o PGS, preparado a partir da reacdo do triol glicerol
hidrofilico com o 4cido dicarboxilico hidrofoébico acido sebacico (&cido 1,10-
decanodioico). O acido sebacico € produzido a partir da termooxidagao alcalina do 4cido
ricinoléico (4cido 12-hidroxi-9-cis-octadecenoico), o principal produto da saponificagdo
do 6leo de mamona, extraido da semente da planta tropical Ricinus communis (Ogunniyi,
2006). Por outro lado, o glicerol ¢ obtido a partir da saponificacdo de gorduras e 6leos

(incluindo o 6leo de mamona) (Rai et al., 2012b).

Além disso, um ambiente fisiologico hidratado deve ser considerado ao prever um
comportamento mecanico de scaffolds (Sencadas; Sadat; Silva, 2020b). Por exemplo, ¢
relatado um efeito de plastificagdo em scaffolds devido a umidade, o que pode alterar a
temperatura de transicdo vitrea (Tg) e, subsequentemente, afetar suas propriedades
mecanicas e, a permeabilidade e a hidrodindmica dentro de um material poroso, podem
alterar suas propriedades mecénicas devido a incompressibilidade do meio aquoso

(Panadero et al., 2013).
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Figura 23 — Grau de intumescimento das membranas densas de PGS apos o periodo de 24 horas

imersas em solugdo PBS.
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Figura 24 — Grau de intumescimento das membranas esponjas de PGS apo6s o periodo de 24 horas

imersas em solug¢ao PBS.
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5.6. DEGRADACAO HIDROLITICA

A degradagdo do elastomero de PGS ocorre principalmente por hidrdlise da
ligagdo éster em oligdmeros menores € somente depois nos mondmeros iniciais, glicerol
e acido sebacico, porém, ele apresenta um perfil de degradacao linear ao longo do tempo,
com perdas mecanicas controladas. A Figura 25 apresenta os graficos referentes a
degradacao hidrolitica das membranas densas de PGS, e a Figura 26 apresenta os graficos
referentes a degradacdo das membranas esponjas de PGS, em ambos os casos,
apresentando todos os grupos de tratamento (CaP, AgNPs, CaP/AgNPs). Como o PGS
apresenta uma cadeia polimérica compactada, existe dificuldade de degradagdo da
molécula em solucdo PBS, devido a isso, os resultados exponenciais ndo foram tao
expressivos (Saudi et al., 2022). Entretanto, observa-se que as membranas tratadas com
solucdes SBF e AgNPs apresentaram um indice de degradagdo maior que as demais, i1Ss0
pode ser justificado devido ao diversos tratamentos que as membranas sofrem, que podem
estimular a degradagdo em um sistema in vitro €, o comportamento obtido em todos os
graficos estd similar ao teste de intumescimento das membranas; as curvas podem ser

analisadas detalhadamente no Apéndice B.

O PGS sofre degradagdo hidrolitica devido aos crosslinking do elastomero, ¢ a
taxa de degradagdo pode ser controlada por esse grau de reticulagdo. No sentido de
biodegradabilidade, o PGS foi desenvolvido nos critérios de: (i) ser capaz de sofrer
degradacao hidrolitica para minimizar variagdo cinética de degradagdo causada pela
degradacao enzimatica (Jaafar; Jedlicka; Coulter, 2023), (ii) possuir ligacdes éster
hidrossoliiveis em sua estrutura (Guler et al., 2022) e (ii1) possuir reticulagdes nas cadeias
poliméricas e que as ligagdes quimicas sejam hidrolisaveis (Wu et al., 2021).
Recentemente, Krook et al., 2020 constatou que a porosidade afeta o mecanismo de
degradacao, retornando o polimero ao seu estado de pré-polimerizagao (Jaafar; Jedlicka;
coulter, 2023; Krook et al., 2020).

Em contrapartida, outros estudos apontam que o PGS in vivo se degrada
principalmente por erosdo superficial, onde se encontra uma preservacao da geometria e
superficie, com retencao integral das propriedades mecanicas, ndo dependendo do tempo

de cura do material (Jaafar; Jedlicka; Coulter, 2023; Wu et al., 2021).
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96 horas imersas em solu¢cdo PBS.
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As diferentes estruturas poliméricas utilizadas em engenharia de tecidos
desenvolvidos devem ser capazes de se adaptar as dindmicas mecanicas do ambiente e
dos tecidos em crescimentos, transmitindo micro tensdes ao tecido emergente, portanto,
o material deve assemelhar-se a matriz extracelular e apresentar caracteristicas
elastoméricas, além de que, ¢ desejavel que o material seja bioabsorvivel, biocompativel
e que suas propriedades de degradacdo garantam um aumento na integridade estrutural

do tecido em uma taxa semelhante a do material (Pomerantseva et al., 2009).

Embora os polimeros a base de glicolideos e lactideos sejam amplamente
utilizados em aplicag¢des de engenharia de tecidos, esses materiais sdo inadequados para
implantes de tecidos moles devido as suas limitagdes em termos de elasticidade (Zhang;
Ma, 1999). Desta forma, existe um interesse significativo no desenvolvimento de
elastomeros biodegraddveis que causem uma resposta minima nos tecidos de implante,
além de terem propriedades mecanicas e de degradagdo que possam ser ajustadas para

atender as necessidades especificas de cada aplicagdo (Guan et al., 2002, 2004).

Os materiais poliméricos com ampla variedade de rigidez mecanica e
propriedades viscoelasticas podem ser desenvolvidos, permitindo um design de scaffolds
poliméricos que se adequem as propriedades mecanicas do tecido de aplicagao (Puppi et
al., 2010). O comportamento mecanico, propriedades mecénicas e resisténcia a fadiga de
polimeros para aplicagdo em um sistema bioldgico ¢ algo de extrema importancia para

seu funcionamento, porém nao tanto explorado na literatura (Panadero et al., 2013).

As caracteristicas do scaffold seco nao refletem suas propriedades mecanicas
quando preenchidos por um liquido ou tecido em crescimento. Nesses casos, as
propriedades mecanicas dependem principalmente da morfologia interna, tamanho de
poros, geometria e interconectividade (Spiller et al., 2008). Entretanto, os scaffolds em
meio liquido dependem de outros fatores, como hidrodindmica e permeabilidade, que
também influenciam diretamente as propriedades mecanicas do material. Devido a baixa
compressibilidade da agua, qualquer restricdo a permeacao através do material tende a
aumentar a rigidez aparente do material. J4 a resisténcia do material a fadiga mecénica ¢é
afetada por diversos fatores, incluindo seu historico de carga mecanica, condi¢des
ambientais, composicdo do polimero e aspectos de tensdo-deformacdo (Mars; Fatemi,

2004).
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Quando se tem como estudo materiais termoplasticos, dois regimes de falha
podem ser discernidos. Existe um regime de ciclo baixo, dominado termicamente, onde
o material falha ap6s um ntimero reduzido de ciclos, com o principal mecanismo de falha
sendo o calor gerado durante o ciclo de carga e recuperacao. O segundo regime ocorre
em tensOes mais elevadas ou em regimes de ciclo mais longos com baixas tensoes, onde

o polimero pode suportar muitos ciclos antes da falha (Janssen et al., 2008).

Nos estudos de (Atari; Labbaf; Javanmard, 2023), onde foram desenvolvidos
scaffolds de PGS porosos para aplicagao em valvulas cardiacas, a degradagdao do material
em solucao PBS com pH de 7,4 degradou entre 31% a 35% nos primeiros 60 de teste,
satisfazendo a necessidade de aplicagdo, visto que a taxa de degradagdo ¢ um fator
importante para a engenharia de tecidos, visto que um material que se degrada muito
rapido logo sofrerd falhas em sua estrutura, enquanto um material que se degrada mais
lentamente, pode agir por tempo suficiente para a criagdo do novo tecido (Atari; Labbaf;

Javanmard, 2023).

Embora o PGS tenha mostrado com potencial na engenharia de tecidos moles
devido a sua alta biocompatibilidade e natureza elastomérica, seu rapido tempo de
reabsorcao in vivo restringiu seu potencial uso em tecidos que requerem suporte mecanico
de longo prazo. Atualmente, ¢ conhecido que o PGS se degrada por meio de erosdo
superficial, exibindo uma perda de massa linear e manutencdo da resisténcia mecanica.
Pomerantseva et al., 2009 tentaram caracterizar as propriedades de degrada¢ao do PGS
ao propor que seu tempo de degradacdo esta correlacionado com a densidade de
reticulacdo. Os resultados mostraram que, com implanta¢ao in vivo e digestdo enzimatica,
as taxas de perda de massa do PGS (processo comumente correlacionado a degradagao
por erosao superficial) ndo estavam relacionadas ao tempo de cura. Além disso, o PGS
foi demonstrado consistentemente se degradar por meio de um processo de erosdao
superficial, independentemente das densidades de reticulagdo (Loh; Abdul Karim; Owh,

2015).
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5.7. ENSAIOS MECANICOS

Os ensaios mecanicos realizados nas membranas esponjas (Figura 27) e densas
(Figura 28) de PGS, apresentam uma curvatura caracteristica de um material elastomero
(Kemppainen; Hollister, 2010a). Os moédulos elasticos da membrana esponja controle
encontra-se entre = 0,05 MPa, a esponja tratada com SBFO0 entre + 0,20 MPa, a tratada
com SBF1 entre + 0,25 MPa e a tratada com SBF entre + 0,18 MPa, que podem ser
analisadas com os devidos desvios padrdes na Figura 29. Os moddulos elasticos da
membrana densa controle encontra-se entre + 11 MPa, a densa tratada com SBFO entre +
13 MPa, a tratada com SBF1 entre + 15 MPa e a tratada com SBF2 entre + 10 MPa, que

podem ser analisadas com os devidos desvios padroes na Figura 30.

O modulo de elasticidade bem como o comportamento do PGS sobre ensaios de
compressao sdo dependentes das condigdes de fabricacdo do material, especialmente da
quantidade molar de glicerol e acido sebacico utilizada durante a reagdo, também como
as temperaturas de processamento do pré-polimero, sendo por método convencional ou
assistido por forno micro-ondas, e temperatura e tempo da etapa de cura final do material
(Lee et al., 2018a). A analise das propriedades mecanicas do PGS ¢ uma etapa importante
para avaliar sua viabilidade para aplicagdes em engenharia de tecidos, ja que suas
propriedades mecanicas influenciam a adesao e proliferacdo celular (Ifkovits et al., 2009).
O PGS tem sido objeto de estudo pata diversas aplicacdes, desde tecido cardiaco
(Marsano et al., 2010; Park et al., 2011), até cartilaginoso (Kemppainen; Hollister,
2010b)e adiposo (Patrick, 2001; Stacey et al., 2009). Este interesse pelo PGS reside pela
facilidade de ajustas essas propriedades mecanicas do material em sua forma densa e
porosa. Outros estudos sobre as propriedades mecanicas do PGS examinaram apenas uma
condicao de cura ou analisaram o efeito de variar estas condi¢des, sem caracterizar o

comportamento eldstico nao linear do PGS (Sundback et al., 2005).

Os estudos de compressao do PGS com a adicdio de nano hidroxiapatita
apresentados por (Wang et al., 2019) apresentam o mesmo padrdo de um elastomero e
com deformagao de 5 kPa com 40% de deformagao. Ja os estudos de (Krook et al., 2020a)
apresentam diferentes tempos de cura e porosidade do material, onde fica claro que ambos
os processos podem afetar diretamente a resisténcia do material, deformando a partir de
50% de aplicacao de tensdo. Da mesma forma, (Guler et al., 2022a) apresentou que o PGS

com tecido 6sseo descelularizado, apresenta uma maior resisténcia a compressao.
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Figura 27 — Gréafico de tensdo vs. deformacao dos ensaios de compressdao das membranas

esponjas de PGS controle e tratadas com solugdo SBF.
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Figura 28 — Grafico de tenséo vs. deformacdo dos ensaios de compressdo das membranas densas

de PGS controle e tratadas com solucdo SBF.
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Figura 30 — Grafico referente ao modulo de elasticidade das membranas densas de PGS controle

e tratadas com solug¢do SBF.
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Foi demonstrado por (Mitsak; Dunn; Hollister, 2012)que as propriedades de tragdo
e compressdo do PGS dependiam da temperatura do pré-polimero. Uma variedade de
propriedades elasticas ndo lineares, como modulo tangencial e deformagdo na ruptura
foram obtidas apenas alterando as condi¢des de cura. O PGS curado a uma temperatura
mais baixa por um periodo mais curto de tempo resultou em um modulo elastico de 0,11
MPa, proximo ao encontrado em vasos sanguineos e miocardio (Patrick et al., 2002). Ja
quando curado por mais tempo com uma temperatura maior, o moédulo eldstico
encontrado foi de 2,26 MPa, similar ao colageno presente em tenddes (Engelmayr et al.,

2008).

Os materiais poliméricos e seus devidos compositos t€ém sido amplamente
utilizados em aplicagdes de engenharia e engenharia de tecidos devido ao seu relativo
baixo custo de produgdo e pouco peso. Esses materiais estdo sujeitos a carregamentos
dindmicos e deformagdes em altas taxas, em diversas aplicagdes. Os polimeros sdo
conhecidos por apresentar respostas mecanicas distintas sob tensdo e compressdao em

condicdes de carga quase estatica (Jian et al., 2019).

As propriedades mecanicas dos polimeros estdo intrinsicamente ligadas a
mobilidade molecular, qual ¢ influenciada pela natureza quimica das macromoléculas,
pela massa molar, pela presenca de ramificagdes e ligagdes cruzadas, pelo grau de
cristalinidade, pela presencga de plastificantes, cargas, aditivos, orientagdo molecular e
outros fatores relacionados a histéria térmica da amostra e as condigdes de
processamento. Um aspecto crucial a ser considerado na determinacao das condicdes e
na analise dos resultados dos ensaios mecéanicos dos polimeros ¢ o seu comportamento
viscoelastico, o qual pode ser notavelmente pronunciado em certos materiais (Kim et al.,

2014; Li et al., 2013b).
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5.8. ANALISE DE CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL

A andlise de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) foi realizada a fim de
identificar as propriedades térmicas do PGS e para determinar as temperaturas de
transi¢do vitrea (Tg) dos materiais, apresentadas na Tabela 7. A Tg do PGS denso foi de
— 34,77 °C e a do PGS esponja foi de -32,06 °C, que se correlaciona muito bem com a

literatura (Liu et al., 2007a; Xu et al., 2015).

Tabela 7 — Valores de Tg das membranas de PGS submetidas a analise de calorimetria

exploratoria diferencial.

Material Tg (°C)
PGS/denso/controle -34,77
PGS/esponja/controle - 32,06
PGS/denso/SBF0 - 27,86
PGS/esponja/SBF0 -24,04
PGS/denso/SBF1 -27,64
PGS/esponja/SBF1 - 19,27
PGS/denso/SBF2 -29,65
PGS/esponja/SBF2 -29,78

As Figuras 31, 32 e 33 apresentam as curvas de DSC das membranas de PGS
densas e esponjas com os devidos tratamentos com solucdo SBF. Nestas curvas € possivel
realizar a comparagdo das Tg nas diferentes composi¢cdes do material, que novamente
possuem um comportamento satisfatorio quando comparado com a literatura (Wu et al.,

2021a; Xu et al., 2015; Yu et al., 2023).

Aliado as caracteristicas mecanicas apresentadas no item 5.7 e os demais
exemplos encontrados na literatura (Gultekinoglu et al., 2019; Takahashi et al., 2016),
pode-se concluir que o PGS apresenta potencial de aplicagdo em engenharia de tecidos
moles, como aplicacdo dérmica, musculos e ligamentos. Nos Ultimos anos, a giragdo
pressurizada emergiu como uma ferramenta inovadora e eficaz na fabricagao de scaffolds,
eliminando a condutividade elétrica (Souza et al., 2017). No entanto, os principais
desafios no design com o PGS sdo a dissolucgdo e fabricacdo do material, pois uma vez

reticulado, o PGS torna-se impraticavel de dissolver e processar. Embora os scaffolds a
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base de PGS possam ser fabricados a partir do pre-polimero, eles tendem a derreter e

perder sua forma fisica durante a reticulagdo térmica (Leblon et al., 2013Db).

A Tg representa um fendmeno térmico muito importante para a caracterizagao de
materiais poliméricos ou outros materiais que exibem caracteristicas amorfas ou
semicristalinas (Li et al., 2013a). A Tg é a temperatura na qual ocorre a transi¢do do estado
vitreo para um estado mais “maleavel” do material, sem provocar mudancgas estruturais
significativas. Essa propriedade esta relacionada a regido amorfa do material, onde as
cadeias moleculares estao desordenadas (Kemppainen; Hollister, 2010a). A regido abaixo
da Tg ¢ caracterizada pela falta de energia interna suficiente para permitir o deslocamento
das cadeias moleculares por meio de mudangas conformacionais, desta forma, a Tg é

inversamente proporcional a cristalinidade do material (Guler et al., 2022a).
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Figura 31 — Curvas de DSC das membranas controle densa e esponja de PGS, com o ponto de

Tg indicado.

As curvas de Tg podem ser acompanhadas por uma relaxagao entalpica, que pode
ser observada na Figura 31, na curva da membrana esponja, que ¢ identificada por um
pico endotérmico, logo apds a Tg (Piszko et al., 2023a). Essa relaxag¢do ¢ sensivel a

historia térmica da amostra, ou seja, ao tempo em que a amostra ¢ submetida a um
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tratamento térmico de envelhecimento abaixo da Tg (Rai et al., 2012a; Sha et al., 2021),

neste caso, o valor de entalpia em nossa amostra ¢ de 15,43 J/g.
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Figura 32 — Curvas de DSC das membranas densas de PGS tratadas com solu¢ao SBF, com o

ponto de Tg indicado.
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Figura 33 — Curvas de DSC das membranas esponjas de PGS tratadas com solugdo SBF, com o

ponto de Tg indicado.
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Os estudos de (Guler et al., 2022a) apresentam que o PGS com a adig¢do de
material 6sseo descelularizado possui uma Tg entre -3,9 °C, porém seus resultados
indicam que o PGS ¢ amorfo em 37°C. Em contrapartida, os estudos de (Wang et al.,
2019) apresentam uma Tg entre — 25 °C a — 30 °C com a adi¢ao de nano hidroxiapatita.
Esses diferentes resultados indicam que a Tg do PGS pode variar de acordo com as

modificac¢des de estrutura do material e seus respectivos tempos de cura.

Como este trabalho visa a aplicacdo das membranas de PGS em tecido 6sseo, para
contornar essas desvantagens do material, ¢ possivel formar misturas ou blendas com
polimeros que sejam soluveis em um solvente comum ao pre-polimero de PGS, que
tenham uma temperatura de fusdo superior a temperatura de reticulacido e que possam ser
removidos da estrutura apds o processo de reticulacdo (Frydrych; Chen, 2013; Lee et al.,
2013). Um polimero candidato adequado para formar uma mistura com o PGS, ¢ o acetato
de polivinila (PVA), que atende a esses critérios e ja foi adaptado anteriormente na

literatura para a eletrofiagdo de PGS (Khosravi et al., 2016).

A reticulagdo ¢ conhecida por suprimir a cristalinidade em materiais poliméricos,
visto que a degradacdo do material, resultando na quebra da estrutura reticulada, pode
levar a um fendmeno de recristalizagdo. Nas regides reticuladas do PGS, as cadeias
poliméricas estdo ligadas entre si, e ndo podem fluir uma sobre a outra. No entanto, devido
a heterogeneidade na estrutura, existem regides que ndo estdo reticuladas e sdo capazes
de sofrer fusdo durante o aumento da temperatura (Conejero-Garcia et al., 2017). A Tabela
8 apresenta algumas comparagdes de Tg de materiais poliméricos que vém sendo

reportados em estudos na literatura, a fim de comparacdo com o PGS.

Tabela 8 — Tabela de transi¢do vitrea (Tg) de alguns materiais poliméricos que vem sendo

reportados na literatura.

Material Abreviacao Tg (°C)
Polipropileno PP -30
Poliamida 12 PA12 40
Poliamida 11 PA11 40

Polivinil acetato PVAC 30
Polivinil cloridrico PVC-U 80-85
Poliestireno PS 90-100
Policarbonato PC 155
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5.9. ANALISE DE TERMOGRAVIMETRIA

A degradagdo térmica das estruturas poliméricas de PGS denso e esponja controle
ou apods tratamento com solugao SBF0 foram realizadas pela analise de termogravimetria
(TGa. A partir dos termogramas (Figura 34), pode-se observar que o PGS denso controle
sofre degradagdo térmica em uma unica etapa, por volta de 417 °C, ja as demais amostras
também sofrem a degradagdo térmica em uma unica etapa, porém por volta de 444 °C.
Esse resultado estd associado ao alto nivel de reticulagdo do material, comprovada por
um unico ponto de degradagao térmica (Gultekinoglu et al., 2019). A Tabela 9 apresenta

os picos de temperatura de degradagdo térmica das amostras analisadas.
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Figura 34 — Termogramas de TGa das amostras de PGS, onde podem ser observados os perfis de

degradagdo térmica das amostras.

Tabela 9 — Picos de temperatura de degradagdo térmica das amostras analisadas, onde Tonset € a

temperatura de inicio de degradagdo e Tpeak é a temperatura maxima de degradagio.

Tonset (°C) Tpeak (°C) Residuo (%) a 750 °C
Controle Denso 417 418,9 0
Controle esponja 393,4 441,2 3,67
SBF0 Denso 405,04 441,3 0,25
SBFO0 Esponja 406,1 4448 7,1
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As analises de TGA oferecem oportunidades significativas para a caracterizagao
da estabilidade térmica de polimeros e fibras. Essa técnica proporciona dados tanto
qualitativos quando quantitativos sobre a cinética das perdas de massa térmicos das
amostras, geralmente associadas a degradacgdo, a Figura 35 apresenta exemplos de curvas
de TGA de alguns materiais poliméricos. Além disso, possibilita a avaliagao da influéncia
de aditivos e modificagdes quimicas em fibras e materiais téxtis, a compreensdo do

comportamento de copolimeros ou blendas poliméricas (Jing; Zhang; Wu, 2002).
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Figura 35 — Termogramas de TGa de materiais poliméricos, dentre eles o policloreto de vinila
(PVC). Traduzido e reutilizado com permissdo de Jing; Zhang; Wu. 2002. Copyrigth © 2002

Elsevier B. V. Todos os direitos reservados.

Os estudos de (Guler et al., 2022a) apresentam que somente o PGS e o PGS
incorporado com material 6sseo descelularizado para a regeneragdo dssea apresentam
também somente uma curva de decaimento em aproximadamente 380 — 470 °C. Em
contrapartida, os estudos de (Krook et al., 2020a) apresentam o PGS em diferentes
temperaturas de cura, variando entre 120 °C até 165 °C, e os resultados de TGa para todas

as temperaturas apresentaram também um unico decaimento entre 380 — 395 °C.

Por outro lado, os estudos de (Wang et al., 2019) utilizam o PGS com nano
hidroxiapatita a fim de aplicagdo em regeneracdo Ossea, e as curvas de TGa apresentam
també&m um unico pico de decaimento, porém nao tao rapido, mas consistente entre 400

- 500 °C.
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5.10. ENSAIOS BIOLOGICOS

Analisando a porcentagem de viabilidade celular das membranas porosas de PGS
apresentadas na Figura 36, pode-se observar que a viabilidade celular diminui
relativamente apos 24h de andlise, juntamente com as membranas densas, que pode ser
observado na Figura 37, onde também apresentarem uma baixa viabilidade celular
quando comparadas com o meio controle ideal. Este resultado pode ser justificado pela
taxa de degradacao do PGS, em que neste processo ocorrem liberacdo de componentes
acidos no meio de cultura celular, acidificando o meio de cultura e ndo viabilizando o

crescimento e proliferagdo celular (Conejero-Garceia et al., 2017).

Aliado a liberagdo de componentes dcidos no meio de cultura, o baixo grau de
reticula¢do do PGS, podendo interferir diretamente na porcentagem de viabilidade celular
das membranas (Jian et al., 2019). Nota-se que mesmo a porcentagem caindo entre 50%,
ainda existe viabilidade celular, onde o problema de acidificagdo do meio de cultura pode
ser resolvido por métodos de esterificagdo do material e/ou mudangas no processo de
sintese das membranas, visto que a membrana densa, tratada com solucdo SBF2 e AgNPs
por método de imersdo, apresentou a viabilidade celular maior que o meio controle,
evidenciado ainda mais a biocompatibilidade e citotoxicidade do material, necessitando

apenas de modificagdes em processo de sintese e pds-tratamentos.
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Figura 36 — Porcentagem de viabilidade celular realizado por MTT das membranas esponjas de

PGS, com os tratamentos controle, PGS/CaP, PGS/AgNPs e PGS/CaP/AgNPs.
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Figura 37 — Porcentagem de viabilidade celular realizado por MTT das membranas densas de

PGS, com os tratamentos controle, PGS/CaP, PGS/AgNPs e PGS/CaP/AgNPs.

Os ensaios de proliferacdo e viabilidade celular t€ém sido amplamente baseados na
reducdo de sais de tetrazolio incolores para formazanos coloridos (Stockert et al., 2018).
Enquanto a maioria das aplicacdes histologicas tem se concentrado em sais de
ditetrazdlio, como o tetrazolio azul de nitro (NBT) que originam formazanos insoluveis,
em aplicacdes celulares vem sendo escolhido a aplicagcdo de sais de monotetrazolio, com
destaque para o MTT. A grande maioria das aplicagdes celulares desses corantes envolve
ensaios em microplacas que medem a proliferacdo celular, com a premissa de que a
redu¢do do corante serd proporcional ao nimero de células vidveis em fase de crescimento
exponencial (Grela; Koztowska; Grabowiecka, 2018). Embora essa seja geralmente uma
boa aproximagao para condi¢des de crescimento definidas com um tipo celular especifico,
considerando a média ao longo do ciclo celular, frequentemente surgem problemas
quando as condi¢des de crescimento ndo sdo ideais ou quando utilizados agentes

modificadores de crescimento (Berridge; Herst; Tan, 2005).

O MTT ¢ o mais utilizado em estudos de viabilidade celular, proliferagao,
citotoxicidade e sensibilidade a tratamentos quimicos e radioterapicos in vitro (Berridge;
Herst; Tan, 2005b). Em comparagcdo aos ensaios alternativos, ele se destaca pela
simplicidade e eficiéncia, permitindo uma avaliagdo semiautomatizada através de placas
multi pogos e leitores fotométricos. Embora tenha sido sugerido que a carga positiva

liquida em sais de tetrazolio, como MTT e NBT, seja o principal fator na sua captagao
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por células vivas, ¢ mais provavel que o carater lipofilico desses sais desempenhe um
papel mais significativo, uma vez que diretamente influéncia a permeabilidade da

membrana celular (Stockert et al., 2012).

No que se diz respeito a avaliagdo da viabilidade celular, ap6s a reducdo catalisada
por desidrogenases e agentes redutores presentes em células metabolicamente ativas, o
MTT amarelo ¢ transformado em um produto formazan violeta-azul insolivel em agua,
com um pico de absor¢ao em 562 nm (Wang et al., 2014). Apds a redugao do MTT, o
meio de cultura ¢ removido, os depositos de formazan sdo extraidos e a avaliacao ¢

realizada por técnica colorimétrica (Stockert et al., 2018).

A interacdo entre cadeias de polimeros soluveis e células tem sido explorada em
diversas aplicacdes biomédicas. Por exemplo, polimeros cationicos, como poli-l-lisina e
poli(etilenoimina) tém sido empregados como transportadores de DNA plasmidal para a
transferéncia de genes para dentro das células. Utilizando interacdes eletrostaticas,
membranas multicamadas de complexos polidnicos podem ser desenvolvidas na
superficie celular carregada negativamente, visando a imunoisolagdo de transplantes
celulares. O PEG tem sido utilizado para induzir a fusdo celular, resultando na formagao
de hibridomas durante a producdo de anticorpos monoclonais (Andrew L. Niles et al.,

2013; Chanana et al., 2005; Stefanowicz-Hajduk; Ochocka, 2020).

Neste sentido, podemos dizer que polimeros cationicos estabelecem interagdes
intensas com a superficie negativamente carregada das células, resultando em efeitos
citotoxicos significativos por meio de atragdo eletrostatica. Por outro lado, polimeros
anidnicos, como o acido poli-l-glutamico, ndo apresentam interacdes com a superficie

celular (Chanana et al., 2005; Teramura et al., 2008).

Previamente, um estudo investigou a morfologia de células mesenquimais
humanas e a organizacao do citoesqueleto de actina em substrato de PGS (Piszko et al.,
2023Db). Nas superficies mais macias, as células exibiram uma morfologia ramificada com
ricos filopddios, apresentando um corpo celular contraido, levantado e arredondado. Em
contraste, as células cultivadas nos filmes mais rigidos tornaram-se confluentes e
demonstraram crescimentos estriado e alinhado. As fibras de f-actina foram mais
evidentes e esticadas em laminas de vidro e filmes mais rigidos em comparagdao com o
filme mais macio, onde o citoesqueleto era difuso (Li et al., 2013b). O marcador de

células-tronco  incialmente expresso pelas células mesenquimais controle,
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progressivamente desapareceu nos diversos substratos do material. Esses resultados
indicam que a mecanica do PGS influencia tanto a morfologia das células mesenquimais
quanto a organizacdo do citoesqueleto de actina, sugerindo que as propriedades do
material e a elasticidade do substrato podem afetar o comprometimento das células-tronco

em linhagens especificas (Li et al., 2013b; Liu et al., 2007).

No que se diz respeito a cultura celular, ¢ importante observar que o PGS curado
a baixa temperatura (120 °C por 24h), resultando em um moédulo de elasticidade de 0,07
Mpa, resulta em um elastomero pegajoso. Isso pode ser atribuido a presenca de
mondmeros ndo reagidos no material, os quais podem ser removidos mediante lavagem
do elastomero, com solugdes decrescentes de etanol em dgua deionizada (Kim et al.,
2014). Essa abordagem visa extrair as moléculas ndo reagidas da rede, alguns estudos
sugeriram que a quantidade de oligdmeros e mondmeros ndo reagidos ¢ inversamente
proporcional ao tempo de cura, e o etanol pode ser utilizado como agente de lixiviagao
(Mitsak; Dunn; Hollister, 2012). No entanto, essa estratégia pode resultar em
encolhimento e deformacdo dos substratos, outras abordagens para lidar com esse
problema incluem aumentar a propor¢ao molar de glicerol para acido sebacico, embora
isso possa reduzir a recristalizagdo ndo reagida do acido sebacico durante o resfriamento

(Ding et al., 2020).

Para a cultura celular, a lixiviagdo de mondmeros ndo reagidos pode ser realizada
pré-condicionando o material por imersdo prolongada em meios de cultura celular antes

do cultivo celular (Kim et al., 2014; Li et al., 2013b; Liu et al., 2007).
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5.11. CARACTERIZACOES DAS AgNPs

A espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis) € um técnica de caracterizagdo que
engloba tanto a espectroscopia de absor¢dao quanto a espectroscopia de refletancia,
operando na faixa espectral UV-visivel. Moléculas que possuem elétrons  ou elétrons
ndo ligantes tém a capacidade de absorver energia luminosa na regido ultravioleta ou
visivel, sendo excitadas para orbitais moleculares antiligantes superiores. Vale destacar,
que a espectroscopia UV-vis difere da espectroscopia no infravermelho (IR) nos
comprimentos de ondas de excitacdo, ja que, enquanto a UV-vis as moléculas passam por
transigdes eletronicas na regido ultravioleta ou visivel, na IR as transi¢des sdo

vibracionais (Torres-Rivero et al., 2021).

Esta técnica ¢ comumente empregada para a determinagdo quantitativa das
concentragdes de elementos em uma solugdo, conforme previsto pela lei de Beer-
Lambert. Neste contexto, as moléculas absorvem a radiagdo incidente, ¢ a intensidade
dessa absor¢dao ¢ proporcional a concentracdo da espécie analisada (Faraji; Yamini,

Salehi, 2021)

A UV-vis também ¢ utilizada para caracterizar NPs, pois ela permite confirmar a
formag¢do de NPs medindo a Ressonancia Plasmatica de Superficie (SPR), que pode
fornecer informacgdes sobre o tamanho, estabilidade e agregacdo das NPs. Comprimentos
de onda na faixa de 200-700 nm sdo geralmente utilizados para caracterizar NPs de metal
e 6xido metalico. Por exemplo, AgNPs exibem um pico de absorcao especifico entre 400
e 450 nm, NPs de ouro (AuNPs) entre 500-550 nm, a Figura 38 apresenta um exemplo de
corridas espectrais de UV-vis obtidas para diferentes tamanhos de AgNPs (Wang; Chu,
2013).

As NPs menores, (tamanho médio entre 10 nm), denominadas Ag-nanoseeds, sao
preparadas como modelos de nucleagdo para NPs maiores (entre 15 a 25 nm) que sdo
denominados nanocristais com estrutura definida, os Ag-nanoprisms. A diferenca de
tamanhos explicam o fato destas NPs possuirem diferentes propriedades de absor¢do de

luz (Faraji; Yamini; Salehi, 2021; Torres-Rivero et al., 2021; Wang; Chu, 2013).
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Figura 38 — Espectros de absor¢dao de AgNPs, exemplificando os comprimentos de onda
caracteristicos de um Ag-nanoseed ¢ um Ag-nanoprism. Traduzido e reutilizado com permissao

de Torres-Rivero et al., 2021. Copyrigth © 2021 Elsevier B. V. Todos os direitos reservados.

Por outro lado, a técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) ¢ uma técnica
que utiliza a flutuagdo da intensidade da luz dispersa causada pelo movimento Browniano
das particulas para medir seus tamanhos. De acordo com a teoria do espalhamento de luz,
o estado de polarizagdo da luz dispersa contém informacdes sobre a morfologia das
particulas. Atualmente, existem adaptacdes para medir o tamanho e forma de
nanobastdes, como espalhamento de polarizagio vertical e espalhamento de polarizagao

vertical (Pan et al., 2023; Wang et al., 2024).

O perfil de caracterizacdo no UV-Vis das suspensdes de AgNPs sintetizadas por
rota biogé€nica ¢ apresentado na Figura 39, onde 0 Amax € observado em 424 nm,
comprovando entdo a sintese das AgNPs pelo extrato alcodlico de propolis vermelha. A
analise por DLS ¢ apresentada na Figura 40, onde apresentou particulas com raio médio
de 9 nm com 10-15% de polidispersdo, o grafico de correlacao ¢ apresentado na Figura
41, onde indica que as AgNPs formadas entdo dentro dos parametros propostos pela
literatura, e a tabela x apresenta os dados coletados na analise das NPs (Kischkel et al.,

2020).
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Figura 39 — Espectro de absor¢ao na regido do UV-Vis da suspensdo de AgNPs, onde pode ser

observado o pico de absor¢do em 424 nm.

A Tabela 10 apresenta os dados coletados sobre as AgNPs durante o teste de DLS,
apresentando o raio médio das NPs e polidispersdo das mesmas, sendo uma polidispersao
e raio satisfatorios quando comparadas com as sinteses biogénicas de AgNPs por propolis
vermelha desenvolvidas na literatura (Camara; Viana; Viana, 2021; Duran; Seabra, 2018;

Orbaek; Mchale; Barron, 2015).

Tabela 10 — Dados coletados pela técnica de DLS que informam principalmente o raio médio e a

polidispersdo das AgNPs.

Polidispersao MW-R Intensidade
Item R (nm) Massa (%)
(“0) (kDa) (“o)
Pico 1 1,1 10,6 5 13,3 5,7
Pico 2 9,0 16,9 184 86,7 94,3
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Figura 40 — Grafico de regularizacdo da presenca de AgNPs na suspensdo. Fonte: Software

DYNAMICS V6.
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Figura 41 — Grafico de correlagdo da suspensdo de AgNPs. Fonte: Software DYNAMICS V6.
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5.12. CURVA ANALITICA DE AgNPs E PROPOLIS VERMELHA

A validagdo analitica pode ser caracterizada como o levantamento e avaliagdo de
dados gerados a partir do processo ou método utilizado na fabricagdo de um produto, seja
ele comercial ou experimental. Essa validacdo busca estabelecer evidéncias
experimentais de que um processo, método ou estudo ¢ capaz de proporcionar resultados
consistentemente reprodutiveis, precisos e exatos, utilizando metodologias estabelecidas

e amplamente aceitas (Grant; Rappold, 2018).

Neste sentido, curva de calibragdo ou curva analitica define a relagdo entre a
resposta do detector e a concentragdo do analito na matriz da amostra. Para ajustar a curva,
o algoritmo mais simples que descreve a relagdo concentracao/resposta ¢ utilizado, desta
forma, ele pode ser linear ou ndo linear, mas deve obrigatoriamente minimizar o erro
relativo. A curva de calibracdo deve ser constituida em cinco a nove pontos que cubram
toda a faixa de concentragdes do analito esperadas, ou seja, de 0 a 200% do teor tedrico

(Mcmillan, 2016).

A menor concentragdo deve ser considera como o menor limite de quantificagdo
(LLOQ) e a maior concentracdo deve ser considerada o maior limite de quantificacdo
(ULOQ). Se a leitura da amostra estiver fora das margens LLOQ-ULOQ, a amostra deve

ser diluida e uma nova leitura deve ser realizada (Grant; Rappold, 2018; Mcmillan, 2016).

A Figura 42 apresenta os espectros na regido UV-Vis no intervalo de concentragao
de 0,27 a 1,7 pl/ml das solugdes de AgNPs. Uma banda de absor¢do em 424 nm foi
registrada, sendo esse o valor de comprimento de onda utilizado para o delineamento da

curva analitica, apresentada na Figura 43.

Sendo assim, a linearidade do método foi avaliada pela curva analitica. A equagao
da reta foi obtida por regressao linear (y = 0,5681 . x — 0,0214) onde x quantificagdo e y
¢ a absorbancia, e obtendo um coeficiente de correlagio R?> = 0,998. Esse valor esta de
acordo com as diretrizes da RDC 166/2017 que estabelece critério minimo aceitavel do

coeficiente como R? = 0,994,
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Figura 42 — Espectros de absorc¢do na regido do UV-Vis das suspensdes de AgNPs, em diferentes

concentracdes, evidenciando LLOQ e ULOQ em 424 nm.
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Figura 43 — Curva analitica obtida por regressao linear, contendo 11 pontos que sera utilizada

para a quantificacao de liberacao das AgNPs.
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A interacdo entre a radiagdo eletromagnética na regido do ultravioleta-visivel (UV-
Vis) e as nanoparticulas metalicas ocorre predominantemente devido ao acoplamento
entre os elétrons de valéncia do metal e o campo elétrico da radiacdo. Essa interagdo pode
ser identificada pela polarizacao da densidade eletronica da nanoparticula. A frequéncia
da radiagdo necessaria para excitar os modos plasmdnicos em um nanomaterial metalico
¢ influenciada por fatores como a composi¢ao quimica (tanto do metal quanto do meio
em que se encontra), tamanho e forma da nanoparticula (Grasseschi; Dos Santos, 2020;

Kelly et al., 2003). A Figura 44 apresenta de forma esquematica este processo:

Particula
metalica

Campo elétrico

Figura 44 — Perturbacdo da densidade eletronica de uma nanoesfera provocada pela interacdo
com o campo elétrico da radiagdo excitante. Traduzido e reutilizado com permissao de Kelly et

al., 2003. Copyrigth © 2003 American Chemical Society. Todos os direitos reservados

A Figura 45 apresenta os espectros na regido UV-Vis no intervalo de concentragao
de 0,001 a 0,005 g/I das solucdes de propolis vermelha. Uma banda de absor¢do em 285
nm foi registrada, sendo esses os valores de comprimento de onda utilizados para o

delineamento da curva analitica, apresentada na Figura 46.

Sendo assim, a linearidade do método foi avaliada pela curva analitica. A equacdo
da reta foi obtida por regressao linear (y = 182,94 . x — 0,0804) onde x quantificagdo e y
¢ a absorbancia, e obtendo um coeficiente de correlagio R?> = 0,994. Esse valor esta de
acordo com as diretrizes da RDC 166/2017 que estabelece critério minimo aceitavel do

coeficiente como R? = 0,994,
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Figura 45 — Espectros de absorc¢ao na regido do UV-Vis das solu¢des de propolis vermelha, em

diferentes concentracgdes, evidenciando LLOQ ¢ ULOQ em 285 nm.
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Figura 46 — Curva analitica obtida por regressao linear, contendo 9 pontos que sera utilizada para

a quantificacdo de liberacdo de propolis vermelha.
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A atividade bioldgica da propolis vermelha estd relacionada a sua composi¢ao
quimica, composta por fitoquimicos e outros metabolitos secundérios de plantas obtidas
a partir de resinas e exsudatos vegetais. A maior parte dos constituintes bioativos da
propolis € composta por resinas e/ou balsamos vegetais, como os compostos polifendlicos
e seus derivados; recentemente vem sendo estudada sua composicao fitoquimica,
destacando os elementos de forma individual, como os acidos fenolicos, flavonoides,
isoflavonoides, benzofenonas preniladas, monoterpenos, diterpenos, terpenoides,

hidrocarbonetos, compostos volateis e suas variantes (Pant et al., 2024).

As coloracdes e composi¢des quimicas da propolis podem variar conforme a flora
no local de coleta. Nos ultimos anos, uma variedade de propolis vermelha brasileira tem
sido identificada, e os extratos alcodlicos mostram-se ricos em isoflavonas, especialmente
formononetina, daidzeina e biochanina. Além dos compostos fendlicos geralmente
extraidos com solventes altamente polares, também foram identificados constituintes
quimicos de baixa polaridade, como terpenos e outros, além de que, algumas destas
substancias, como metil eugenol e sesquiterpenos, apresentam capacidade de atividade
antitumoral, a Figura 47 apresenta uma imagem do extrato cru da propolis vermelha (De

Carvalho et al., 2020).

Figura 47 — Fotografia do extrato cru e seco da propolis vermelha, extraida do sul do Brasil.

Fonte: Adaptado de (Martins et al., 2020).

A atividade antimicrobiana da propolis vermelha foi verificada contra diversos
microrganismos relacionados a cavidade oral, como S. mutans, Streptococcus sobrinus,
Actinomyces naeslundii, Enterococcus spp e Staphylococcus aureus. Outra pesquisa
revelou que vestitol e neovestitol, isoflavonoides purificados isolados de um extrato de
propolis vermelha, demonstraram melhor atividade antimicrobiana do que os extratos
brutos, cloroférmicos e hexanicos (De Carvalho et al., 2020; Martins et al., 2020; Pant et
al., 2024).
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5.13. TESTES DE LIBERACAO IN VITRO

A Figura 48 apresenta a porcentagem de liberacdo de AgNPs das membranas
esponjas de PGS, e a Figura 49 das membranas densas de PGS, no tempo de 144 horas,
realizados em solucao fisiologica de NaCl. Pode-se notar que apds o periodo de analise,
ndo ocorreram liberagdes significativas de AgNPs no meio, tal fato pode ser justificavel
por talvez, o meio de liberagdo escolhido ndo foi adequado para uma liberagdo eficiente
da NP, ou os métodos de incorporagao nao foram adequados para a fixagdo das NPs na
membrana de PGS, desta forma, novos estudos de liberagao devem ser realizados para o

ajuste destes parametros, visando a maior eficiéncia de fixacdo e liberacdo das AgNPs.

O crescente interesse em sistemas de entrega de medicamentos baseados em
nanotecnologia tem desempenhado um papel importante no desenvolvimento de forma
de dosagens e terapias de entrega de farmacos complexas, como por exemplo, aplicagdes
como lipossomas, nanoemulsdes, nanocristais, NPs, NPs poliméricas, NPs lipidicas

solidas, nanofibras e dendrimeros (D’Souza, 2014).

Devido ao seu tamanho reduzido, as formas de dosagem em nanoescala
apresentam uma relagdo superficie-volume elevada, modificando suas propriedades
quimicas, fisicas e biologicas no momento da dosagem. Essa caracteristica se destaca,
pois possibilita a transposi¢ao de barreiras celulares e teciduais, resultando em alteragdes
na farmacocinética e farmacodinamica do agente terapéutico. Neste contexto, os testes de
liberacdo in vitro sdo ferramentas analiticas para investigar e compreender o
comportamento de um produto em diferentes estidgios de seu desenvolvimento
farmacéutico. Quando devidamente elabora, um perfil de liberagao in vitro pode fornecer
informacdes fundamentais sobre a forma de dosagem, seu comportamento, além de

detalhes sobre o mecanismo e a cinética de liberagcao (Uhljar et al., 2021).

Sendo assim, vem sendo estudado os instrumentos adequados para avaliar
corretamente um perfil de liberacao in vitro de NPs. Entretanto, devem ser levados em
consideragdo algumas tomadas de decisdo, como meio de liberagdo, agitacdo e outros
fatores. Ao contrario de dosagem oral, em que o meio de liberagdo geralmente replica o
pH do trato gastrointestinal, a selecdo do meio para dosagens em nanoescala variard de
acordo com o local de administragdo e o local de a¢ao da formulacao, tornando a

simulac¢ao das condi¢des in vivo desafiadoras (D’Souza, 2014; Weng; Tong; Chow, 2020).
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De maneiras gerais, a escolha do meio de liberagdo para preparacdes
nanoparticuladas ¢ fundamentada na solubilidade e estabilidade do farmaco, sensibilidade
do ensaio e o método utilizado. Portanto, a avaliacdo da liberagdo de farmacos a partir de
formas de dosagem em nanoescala por ser realizada utilizando uma das seguintes
categorias: amostrar e separar (SS), fluxo continuo (CF) e membrana de dialise (DM)
mas, recentemente discutem-se métodos inovadores que empregam voltametria,

turbidimetria, entre outros (D’souza, 2014; Uhljar et al., 2021).

Quando se fala em modelos matematicos para o auxilio de descri¢ao de perfis de
liberagdo, se ¢ notado uma escassez de referéncias na literatura. No entanto, alguns
autores destacaram a importancia desses modelos, por exemplo, Barzegar-Jalali et al.
2008, propuseram o uso do tempo elevado a poténcia reciproca como um modelo geral
para analisar a natureza intrica da liberagdo de medicamentos a partir de NPs, com
abordagens alternativas incluindo os modelos de Weibull e log-probabilidade. A
utilizagdo destes modelos oferece diversas vantagens, possibilitando a compreensao
destes mecanismos e servir como guia para suas formulagdes. Além disso, os pardmetros
do modelo podem ser empregados para representar e comparar diferentes perfis de

liberagdo in vitro (Barzegar-Jalali, 2008; D’Souza, 2014).
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Figura 48 — Eficiéncia de liberacdo de AgNPs das membranas esponjas de PGS, quantificadas

por meio da curva analitica, apds 144 horas de ensaio.
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Figura 49 — Eficiéncia de liberacdo de AgNPs das membranas densas de PGS, quantificadas por

meio da curva analitica, apds 144 horas de ensaio.

Como ja citado na secdo anterior, a propolis vermelha demonstra atividade
antimicrobiana significativa contra bactérias e microrganismos, € possui citotoxicidade
contra alguns tipos de células cancerigenas, além de ser constituida por uma grande classe
de isoflavonoides. Apesar desta notavel bioatividade, e grande potencial em formulagdes
alimentares e farmacéuticas, a ingestdo em larga escala de propolis € limitada devida a
sua baixa solubilidade em 4&gua, caracteristicas sensoriais indesejaveis e baixa
biodisponibilidade. A fim de superar esses desafios, vém sendo desenvolvidos veiculos
de entrega, como micelas poliméricas, lipossomas, nanocomplexos e criogéis (Gomes Sa

et al., 2023).

Os componentes hidrofobicos presentes da propolis vermelha estdo associados as
proteinas, possivelmente por meio de interacdes ndo covalentes, como forcas
hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio e forgas de Van der Waals. A natureza hidrofébica
das proteinas desempenha um papel crucial como transportadoras para a propolis; um
exemplo € a significativa melhoria na eficacia da B-lactoglobulina como transportadora

para a curcumina mediante desnaturacao induzida pelo calor (Zhang et al., 2018).
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Além disso, ¢ conhecido que os polifendis interagem com proteinas ricas em
prolina, (por exemplo, zeina, que contém 12% de residuos de prolina) por meio de

interagdes hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio (Taylor et al., 2009).

Para contornar o problema relacionado a hidrofobicidade, diversas abordagens
nanotecnolédgicas sdo empregadas no desenvolvimento de novos dispositivos de entrega
de medicamentos para a melhor biodisponibilidade. Sendo assim, existe um paradigma e
transi¢do da propolis convencional para a nanopropolis, que vem se tornando evidentes
na literatura, onde existe uma variedade de estudos aprimorando sua biodisponibilidade.
Essas estratégias incluem a fabricacdo de AuNP, AgNP, NPs magnéticas, lipossomas,
formulagdes cristalinas liquidas, NPs de silica, entre outras (Javed; Mangla; Ahsan,

2022).

As Figuras 50 e 51, apresentam as eficiéncias de liberacdo de particulas de
propolis das membranas densas e esponjas de PGS, apds 144 horas de anélise, por imersao
em solugdo fisiologica de NaCl. Vale ressaltar, que o objetivo do trabalho ndo foi a
incorporagao de particulas de propolis vermelha sobre as membranas, o extrato alcodlico
de prépolis agiu como agente extrator das AgNPs por rota biogénica, mas como durante
o processo de purificagdo as AgNPs estavam sendo perdidas, foi tomado a decisdo de
incorporar no meio com particulas de propolis, que também foi possivel realizar sua
quantificag¢do a partir das leituras no espectrofotdometro UV-vis e utilizacdo da curva de

calibragao.

Porém, mesmo que o objetivo inicial ndo fosse a incorporacdo das particulas de
propolis, devido a sua grande atividade antimicrobiana ja comprovada e descrita
anteriormente, se tornou de interesse estudar o sinergismo entre essas particulas e as
AgNPs, porém, a eficiéncia de liberagdo também nao foi realizada em grande escala, da

mesma forma que para as AgNPs.

Novamente, tal fator pode ser justificado por conta de o meio de liberagao nao ser
o mais favoravel para a propolis vermelha, devida a sua grande hidrofobicidade, e o
método de incorporagdo nas membranas de PGS também pode ndo estar sendo o mais
eficiente, porém, existe a incorporacao de ambas as particulas e existe o inicio de uma

liberacdo, em que o burst inicial acontece nas primeiras 3 horas de analise.

A curva de liberacdao das AgNPs e particulas de propolis vermelha podem ser mais

bem analisadas nos graficos presentes no Apéndice C.
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Figura 50 — Eficiéncia de liberagdo de propolis vermelha das membranas esponjas de PGS,

quantificadas por meio da curva analitica, apos 144 horas de ensaio.
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Figura 51 — Eficiéncia de liberagdo de propolis vermelha das membranas densas de PGS,

quantificadas por meio da curva analitica, apos 144 horas de ensaio.
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6. CONCLUSOES

As analises macrovisuais das membranas densas e esponjas de PGS mostraram
ser compativeis com a literatura demonstrando que a rota de sintese com as adaptacdes
de processos foi conclusiva para o polimero. Nos resultados de MEV, podemos observar
a estrutura reticulada da membrana densa e o grande nivel de porosidade da esponja, cuja
estrutura inicial ja € semelhante ao tecido 0sseo; além disso, ficou evidente a presenca de
microporos, ocasionada pela remogdo do glicerol durante o processo de
transesterificacdo. Também foi possivel observar a presenca de CaPs na estrutura da
membrana densa, representando o sucesso da incorporacao biomimética das solugdes
SBF sobre o PGS, porém para uma andalise de fase dos CaPs e quantifica¢do, serdo
necessarios mais estudos com base em técnicas de caracterizacao, como EDX a fim de

verificar a propor¢do Ca:P e DRX para comprovar a fase depositada.

As caracterizagdes referentes a composicao quimica do PGS realizadas por ATR-
FTIR apresentam com sucesso o processo de polimerizagao do material, uma vez que as
principais bandas do pre-PGS estio localizadas em 1686 cm™ referentes ao grupo
carbonil, em 1415 cm! referente ao dobramento do grupo hidroxila e entre
3100-3500 cm™! referente as ligagdes O-H. Em contrapartida, apds o processo de cura, o
material apresenta a banda carbonila em 1733 ¢cm!, o surgimento de uma nova banda da
ligacdo C-O em 1159 cm™ e a diminuigdo de intensidade nas bandas em 3445 cm’!
referentes ao consumo de hidroxilas para a formacdo de reticulagdo. Bandas de CaP
também podem ser observadas em 640 cm™, 580 cm™!, 870 cm™ e 960 cm™!. A presenca
destas bandas representam com sucesso o processo de polimerizacdo do PGS e a

deposicao dos CaP nas membranas.

Os testes de intumescimento apresentaram um valor correspondente com o
reportado pela literatura, onde as membranas densas intumescem entre 4% e 6%, e as
esponjas entre 100% e 120%. Neste contexto, os testes de degradagao hidrolitica também
apresentaram resultados satisfatorios quando comparados com a literatura, apresentando
taxas de degradacao entre 20% e 30% em solu¢dao PBS, indicando que o PGS possui uma
taxa de degradacgao relativamente aceitdvel para aplicacdo em engenharia de tecidos,
porém indicam que o processo de sintese escolhido pode ndo ser o ideal para um grande
nivel de reticulagdo do material, ja que a literatura reporta 35% de degradacdo em um

periodo de 60 dias.
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Os ensaios biologicos realizados por contato indireto pelo método de MTT
apresentaram que o PGS possui biocompatibilidade celular, por mais que os niveis de
proliferagdo decairam 50% durante as primeiras 24 horas. Isto se d4 a liberagdo de
componentes acidos no meio durante o processo de degradagao do material, que pode ser
corrigido por uma etapa de esterificagdo ou mudangas no processo de sintese envolvendo

controle de pH, mas existe viabilidade celular.

Os ensaios mecanicos de compressao apresentaram uma curvatura caracteristica
de um elastomero, que satisfaz o esperado pelo PGS, além de possuir médulos de
elasticidade interessantes para aplicacdo em regeneracao ossea, porém, a deformacao do
material ocorre rapidamente podendo se tornar um empecilho durante esta aplicagdo. Os
resultados de DSC apresentaram os valores de transi¢do vitrea do material, alinhado com
o reportado anteriormente pela literatura, com valores de Tg entre —19,27 °C e —34,77 °C,
concluindo que o PGS possui uma estrutura semi-cristalina e que ¢ amorfo em 37 °C. A
analise de TGA apresenta que o PGS sofre degradacdo térmica em uma unica etapa, entre
400 °C e 500 °C, representando que a estabilidade do material esta de acordo com o

reportado recentemente pela literatura.

A sintese biogénica das AgNPs foi realizada e caracterizada com sucesso por
método de UV-vis que apresentou um Amax em 424 nm, e pela técnica de DLS foi possivel
observar que as NPs possuem em média 9 nm de raio e estdo com uma polidispersao de
10-15% em solugdo. Sendo assim, foram realizados os testes de cinética de liberagao das
AgNPs pelas membranas de PGS; em principio, estes testes ndo caracterizam uma
cinética de liberagdo, j4 que a quantidade quantificada estd em 6%, em média, e
acontecendo somente durante as primeiras 3 horas de teste. Uma maneira de otimizar essa
liberacdo seria mudar as concentracdes de incorporacdo de AgNPs nas membranas e

selecionar o meio ideal de liberagao.

Sendo assim, com os resultados expressos, pode-se concluir que o PGS apresenta
capacidade e potencial de ser um biomaterial para a regeneracdo do tecido dsseo, visto
que suas vantagens elastoméricas e facilidade de sintese e incorporacdo de bioativos
atraem bastante atencdo, porém, ele apresenta baixo indice de reticulacdo, acarretando em
uma rapida degradagdo e possui rapidas taxas de deformacdo quando aplicado tensdo,
dificultando sua aplicagdo em regeneragao Ossea, porém pode-se aliar com outros

polimeros formando blendas poliméricas e corrigindo tais problemas mecanicos.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

A seguir, sdo apresentadas algumas sugestoes de trabalhos para dar continuidade
ao estudo de membranas de PGS modificadas com solu¢do SBF e incorporadas com

AgNPs:

. Aprofundar o estudo em relacdo ao alto nivel de porosidade do material
relacionando sua capacidade mecanica, e avaliar um grau de porosidade ideal para

aplicagdo em regeneragdo 0ssea;

. Alinhado ao topico anterior, identificar quantitativamente o grau de
reticulacdo do material, com proposito de aprimorar o processo de sintese € outros

mecanismos envolvidos;

. Aprimorar a sintese do material e/ou realizar processos de esterificagao a

fim de aumentar a viabilidade celular;

. Otimizar o processo de deposi¢do de CaP sobre as membranas, a fim de
possuir apenas um grupo ideal que apresente as fases e proporgdes necessarias

para a aplicagdo;

. Otimizar o processo de purificagdo das AgNPs para que ndo ocorra a
degradagdo das NPs e, juntamente, aprimorar o processo de incorporacdo delas
nas membranas a fim de obter uma maior cinética de liberagao das NPs, para que

eles possam desenvolver suas fungdes com éxito;

. Realizar testes in vivo a fim de estudar as propriedades do material em

contato com um tecido a ser regenerado.
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Figura A1 — Curva referente ao comportamento do grau de intumescimento da membrana esponja

controle de PGS.
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Figura A2 — Curva referente ao comportamento do grau de intumescimento das membranas

esponjas de PGS tratadas com SBF.
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Figura A3 — Curva referente ao comportamento do grau de intumescimento das membranas

esponjas de PGS tratadas com AgNPs.
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Figura A4 — Curva referente ao comportamento do grau de intumescimento das membranas

esponjas de PGS tratadas com SBF ¢ AgNPs.
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Figura A5 — Curva referente ao comportamento do grau de intumescimento da membrana densa

controle de PGS.
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Figura A6 — Curva referente ao comportamento do grau de intumescimento das membranas

densas de PGS tratadas com SBF.
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densas de PGS tratadas com AgNPs.

8
—ll— SBFO/AgNP imerséo
=@~ SBFO/AgNP evaporag&o
—&— SBF1/AgNP imersé&o

7 =¥~ SBF1/AgNP evaporacédo

~@— SBF2/AgNP imersio
<~ SBF2/AgNP evaporagdo

(6] (o]
1 1

Grau de intumescimento (%)
N
1

Tempo (horas)
Figura A8 — Curva referente ao comportamento do grau de intumescimento das membranas

densas de PGS tratadas com SBF e AgNPs.
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APENDICE B

30

—— Esponja controle

N
(¢}
1

N
o
1

Indice de degradacéo (%)
S o
1 1

6]
1

o_
)
o
N
o
o
o
o)
o
'—\
o—
o

Tempo (horas)
Figura B1 — Curva referente ao comportamento do indice de degradagao hidrolitica da membrana

esponja controle de PGS.
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Figura B2 — Curva referente ao comportamento do indice de degradagao hidrolitica da membrana

esponja de PGS tratada com SBF.
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Figura B3 — Curva referente ao comportamento do indice de degradagao hidrolitica da membrana

esponja de PGS tratada com AgNPs.
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Figura B4 — Curva referente ao comportamento do indice de degradagao hidrolitica da membrana

esponja de PGS tratada com SBF e AgNPs.
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Figura BS — Curva referente ao comportamento do indice de degradagao hidrolitica da membrana

densa controle de PGS.
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Figura B6 — Curva referente ao comportamento do indice de degradagao hidrolitica da membrana

densa de PGS tratada com SBF.
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Figura B7 — Curva referente ao comportamento do indice de degrada¢ao hidrolitica da membrana

densa de PGS tratada com AgNPs.
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Figura B8 — Curva referente ao comportamento do indice de degradagao hidrolitica da membrana

densa de PGS tratada com SBF e AgNPs.
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Figura C1 — Curva referente a eficiéncia de liberagdo de AgNPs das membranas esponjas de

PGS, tratadas pelo método de imersao.

3,5
—— Esponja controle
—0— SBFO

3.0 —A— SBF1
~
E’\i —v— SBF2
g 2,5
&)
@©
S
IS .
= 2,04
Q
©
@
@) .
- 1,5
@
L
=
W 104

0,5

T T T T T T T

L L L
60 80 100 120 140 160
Tempo (horas)

l

)
o
o -
)
o
N
o

Figura C2 — Curva referente a eficiéncia de liberagdo de AgNPs das membranas esponjas de

PGS, tratadas pelo método de evaporagao.
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Figura C3 — Curva referente a eficiéncia de liberagdo de AgNPs das membranas densas de PGS,

tratadas pelo método de imersdo.
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Figura C4 — Curva referente a eficiéncia de liberacao de AgNPs das membranas densas de PGS,

tratadas pelo método de evaporagao.
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Figura C5 — Curva referente a eficiéncia de liberagdo de propolis vermelha das membranas

esponjas de PGS, tratadas pelo método de imersao.
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Figura C6 — Curva referente a eficiéncia de liberagdo de propolis vermelha das membranas

esponjas de PGS, tratadas pelo método de evaporacao.
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Figura C7 — Curva referente a eficiéncia de liberagdo de propolis vermelha das membranas

densas de PGS, tratadas pelo método de imersao.
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Figura C8 — Curva referente a eficiéncia de liberagdo de propolis vermelha das membranas

densas de PGS, tratadas pelo método de evaporagdo.
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