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Resumo

Membranas fibrosas de PHB foram obtidas através da técnica de fiacdo por
sopro em solucdo (solution blow spinning) utilizando solugdo PHB/cloroférmio nas
concentracdes: 8%, 10% e 12% (m/v) e diferentes pressdes do ar de arraste (P) tais
como: 120, 140,160 e 200kPa. As taxas de injecdo da solugdo (B) foram: 110,135 e
150uL/min. Pela analise de microscopia eletronica de varredura (MEV) verificou-se que
o didmetro das fibras aumenta com o aumento da concentracdo de PHB na solugdo
quando a taxa de injecdo da solucdo e a pressdo foram mantidas constantes. Este é o
parametro que mais influencia a morfologia das fibras. O didmetro médio dessas fibras
variou em um intervalo de 0,5 — 1,7um. Observou-se através da técnica de calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) que houve um pequeno deslocamento dos picos
referentes as temperaturas de fusdo do PHB, no segundo aquecimento, para valores
menores quando comparados com 0s picos do primeiro aquecimento em razdo da
degradacdo do PHB. Com o aumento da concentragdo da solugdo os valores das
temperaturas de fusdo do PHB sdo deslocados para valores menores. O grau de
cristalinidade das membranas fibrosas aumenta ligeiramente com a diminuicdo da
concentragdo, mas sem alterar sua estrutura cristalina. A porosidade mostrou ser
dependente dos fatores analisados, porém a variavel com maior influéncia é a
concentracdo. A porosidade, também, € um bom indicador para a difusdo da glicose
através da membrana, mas ndo é determinante, ja que ndo se pode indicar se existe
interconectividade entre esses poros ou se uma manta densa é formada. Com o aumento
da concentragdo, para uma dada pressdo e vazdo, hd um aumento da porosidade e,
conseqlientemente, da permeabilidade da glicose através da membrana que esta
relacionado ao aumento do diametro das fibras. A maior permeabilidade observada é de
2,65x10™"* m%s na membrana de concentracdo 10% (m/v), pressido de 140kPa e vazdo
de 150pL/min.

Palavras Chave: PHB. Membrana. Fia¢do por sopro em solucéo.



Abstract

PHB fibrous membranes were obtained by solution blow spinning technique
using PHB/Chloroform solution with different concentrations such as; 8%, 10% and
12% (w/v), different air pressure (P) (120,140,160 and 200kPa) and different solution
injection rate () (110, 135 and 150 pL/min). Evaluating scanning electron microscopy
(SEM) images of PHB membranes it can observed that the diameter of the fibers
increases with increasing concentration when air pressure and injection rate were kept
constant. Fibers morphology is most affected by concentration. The mean diameter of
these fibers obtained were in the range of 0.5 and 1.7 um. DSC curves showed a
displacement of melting temperature peak on second heating in comparison to the first
heating peak due to PHB degradation. PHB membranes melting temperature decrease
when solution concentration increases. Fibrous membranes cristallinity degree lightly
increases when the concentration decrease, but there is no changing in the cristaline
structure. All the analyzed factors affect porosity, however the concentration is the most
important one. Porosity is also a good indicative of the diffusion of glucose though the
membrane, although it is not determinant since it is not possible to conclude if exists
interconectivity between pores. When air pressure and the solution injection rate were
kept constant and concentration was increased, porosity was higher and diffusion
coefficient was higher as well due to the increasing in fibers diameter. The higher
permeability observed was 2.65x10™* m%/s for the membrane with concentration 10%

(w/v), air pressure of 140kPa and solution injection rate of 150uL/min.

Keywords: PHB. Membrane. Solution blow spinning.
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1 Introducao

A engenharia de tecidos é a Ultima técnica para tratamento de tecidos lesionados
tanto na medicina quanto na odontologia. Esta técnica visa a fabricacdo de materiais
biocompativeis que podem substituir tecidos danificados ou auxiliar no processo de reparo
do organismo afetado. Esses materiais sdo chamados de biomateriais. Muitos materiais ou
compositos tém sido utilizados para este fim, por exemplo, metais (pinos e placas de titanio
para fixacdo 6ssea em fraturas e parafusos de titdnio para implantes odontoldgicos),
ceramicas (proteses dentarias e proteses de quadril) e polimeros (resinas dentérias,
membranas e sistema de liberacdo controlada de drogas) [1-4]. Devido a sua facilidade de
manipulacdo e relativo baixo custo muitos polimeros, seus compositos e blendas estdo
sendo testados e alguns j& existem comercialmente para esse proposito [5,6]. Na area
médica essa técnica ja substitui musculo cardiaco, nervos, fragmentos 6sseos em fraturas e
pele [1-3]. Na odontologia, duas técnicas utilizam biomateriais: a regeneracdo tecidual
guiada (RTG) que consiste na colocacdo de uma barreira (membrana) que separa,
temporariamente, o epitélio gengival das estruturas de suporte dos dentes, assim, a area a
ser reparada é repovoada por células presentes no ligamento periodontal responsaveis pela
regeneracdo do aparato de sustentacdo: 0sso, cemento e ligamento periodontal [5]. E a
regeneracdo 6ssea guiada (ROG) quando existe a necessidade de enxerto 6sseo ao redor de
implantes ou rebordo desdentado. Nesta técnica a membrana, também, é colocada com a

intencdo de excluir o tecido gengival e, ainda, estabilizar o material enxertado [5].

Os poliésteres tém sido bastante utilizados no desenvolvimento de dispositivos
médicos e odontoldgicos [5,7] dentre eles esta a familia dos polihidroxialcanoatos (PHAS)
em especial o poli (3-hidroxibutirato) (PHB) que é um polimero termoplastico, semi-
cristalino mais comumente produzido no interior de células bacterianas em condi¢des
desfavoraveis como reserva de energia [2,3]. O PHB pode ser classificado como um
polimero biocompativel porque ndo produz uma resposta inflamatéria cronica no
hospedeiro [3] e biodegradavel porque houve degradacdo do polimero in vivo [8].
Modificacdes na superficie de filmes poliméricos podem aumentar sua bioatividade, ou

seja, induzir uma atividade bioldgica especifica [3]. Uma maneira de conseguir essas
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modificacBes é no processo de confeccdo da membrana atraves de diferentes técnicas

produzindo filmes com caracteristicas diferentes.

Existem véarias maneiras de produzir membranas e um método recente foi
desenvolvido para tal fim. Este método é denominado técnica de fiacdo por sopro em
solucdo ou solution blow spinning que consiste em um equipamento em que a solucdo
polimérica é injetada para o interior de uma agulha com taxa definida. Essa agulha esta no
centro de uma corrente de ar comprimido com pressdo regulada que faz com que um jato da
solucdo seja langado em direcdo a um coletor cilindrico rotatério com velocidade
controlada. Durante o trajeto entre a ponta da agulha e o coletor a solugdo passa de liquida
para solida pela evaporacdo do solvente usado na sua preparacdo. O resultado sdo fibras

com diametro de tamanho reduzido [9,10].

O objetivo do projeto foi confeccionar e caracterizar membranas fibrosas de PHB,
atraves do meétodo de fiacdo por sopro em solugdo ou solution blow spinning, visando
desenvolver uma membrana que futuramente podera ser utilizada nas técnicas de

regeneracao tecidual guiada e regeneracdo Gssea guiada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Polimeros

Polimeros sdo macromoléculas de elevado peso molecular formados por longas
cadeias que apresentam unidades de repeticdo ou meros. Como o proprio nome sugere, 0S
polimeros séo substancias formadas por muitas (poli) partes (meros) [11]. Os polimeros
podem ser organicos ou inorganicos, naturais ou sintéticos. Quando um polimero apresenta
somente um tipo de mondmero sdo denominados homopolimeros e os copolimeros séo
aqueles formados por mais de um tipo de mondmero. Existem quatro classificacdes basicas
para estes materiais: quanto a obtencdo (naturais ou sintéticos), quanto a funcdo quimica
(polihidrocarbonetos, policarbonatos, poliésteres, poliamidas, etc), quanto a resisténcia
mecanica (plasticos, fibras, borrachas e resinas) e quanto a aplicacdo tecnologica

(termoplasticos, termorrigidos e elastomeros) [12].

Devido a sua facilidade de processamento e relativo baixo custo, os polimeros tem
uma variedade de aplicacdes, por exemplo, na industria de embalagem, na medicina, na

odontologia, na industria farmacéutica, na agricultura, na inddstria de tintas e outros [13].

2.1.1 Polimeros biocompativeis

Na medicina e na odontologia, a engenharia de tecidos é a Ultima técnica para o
tratamento de tecidos lesionados. Esta area desenvolve materiais que podem substituir
tecidos danificados por materiais biocompativeis, chamados de biomateriais. A
biocompatibilidade de um polimero é a capacidade que o material possui para permitir
adesao e proliferacdo celular ao seu redor ou em seu interior [3]. Alguns testes permitem
classificar os polimeros como biocompativeis, por exemplo, quando o material entra em
contato com qualquer tecido bioldgico esse ndo deve causar hemdlise, ou seja, destruicdo
das células sanguineas e deve ter baixo nivel de citotoxicidade, ndo causar toxicidade as

células [7]. Com o aumento no interesse por biomateriais nos ultimos anos, muitos
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polimeros estdo sendo testados e alguns j& existem comercialmente para esse proposito

Na area médica essa técnica ja substitui musculo cardiaco, nervos, fragmentos
0sseos em fraturas e pele [1-3]. Na odontologia, duas técnicas que fazem uso dos
biomateriais sdo: a regeneracdo tecidual guiada que consiste na colocacdo de uma barreira
(membrana) que separa, temporariamente, o epitelio gengival das estruturas de suporte dos
dentes e a regeneracdo 6ssea guiada quando existe a necessidade de enxerto 6sseo ao redor
de implantes e rebordo edéntulo e, entdo, a colocacdo da barreira para excluir o tecido

gengival do osso enxertado[5].

2.1.2 O poli (3-hidroxibutirato) (PHB)

Os polihidroxialcanoatos (PHAS) sdo poliésteres classificados como biocompativeis
e biodegradaveis, sintetizados por vérias espécies de bactérias como substancias de reserva
de energia e carbono [3]. Eles sdo produzidos em condi¢Oes desfavoraveis, onde pelo
menos um elemento essencial para o crescimento desses microrganismos esteja limitado e
onde haja excesso de carbono [13]. Dentre os polihidroxialcanoatos (PHAS), o poli-3-
hidroxibutirato (PHB) é o homopolimero mais comumente produzido pelas bactérias
(Figura 1A e 1B).

Figura 1- (A) Bactérias produtoras de PHB como reserva de energia. (B) Detalhe da célula bacteriana com
presenca de PHB.

Fonte: Tan et al. (2011)
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Na area médica e odontoldgica o poli-3-hidroxibutirato (PHB) e copolimeros de
PHB e poli-3-hidroxivalerato (PHBV) sdo utilizados em muitos dispositivos dentre eles,
suturas, pinos ortopédicos, adesivos cardiovasculares, guias para reconstrucdo de nervos,
stents [3], sistema de liberacdo de drogas [2] e membranas usadas nas técnicas de
regeneracao tecidual guiada e regeneracdo Ossea guiada [8,15]. A férmula minima do PHB

é (C4H602) e sua formula estrutural esta representada na figura 2.

Figura 2- Férmula estrutural do PHB.

H,

Fonte: Nascimento (2008).

A massa molar do PHB varia de acordo com o tipo de bactéria utilizada, das
condicBes de crescimento e forma de purificacdo do polimero. As propriedades fisicas do

PHB podem ser comparadas com a do polipropileno (PP) como descrito na tabela 1.

Tabela 1- Comparagao entre as propriedades do PP e PHB
PROPRIEDADES PP PHB

Ponto de Fuséo cristalino (°C) 176 178

Cristalinidade (%) 70 80
Transicdo Vitrea Tg (°C) -10  5-10

Densidade (g/cm®) 0,905 1,25
Tens&o de Ruptura (MPa) 38 40

Deformacéo de Ruptura (%) 400 6

Fonte: Nascimento e Hahn (2008).
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2.2 Otecido periodontal

O periodonto compreende a gengiva, o ligamento periodontal, o osso alveolar e o
cemento. Ele foi dividido em duas partes: periodonto de protecdo, formado pela gengiva e
periodonto de sustentacdo, composto pelo ligamento periodontal, cemento e osso alveolar

[18]. A organizacdo bésica desses tecidos esta representada na figura 3.

Figura 3- Esquema representando a organizagdo do periodonto.

Fonte: Periodontia — Doengas, Prevengo e Tratamentos (2013).

2.2.1 Gengiva

A gengiva é parte da mucosa oral que recobre o 0sso alveolar e circunda o colo dos
dentes. Ela é dividida em gengiva marginal, inserida e &rea interdental. Apesar das
variac@es na histologia, diferenciacdo e espessura o principal papel desse tecido é formar
uma barreira impedindo a penetracdo de microrganismos e agentes nocivos em tecidos mais
profundos [20].
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2.2.2 Ligamento periodontal

O ligamento periodontal ¢ um tecido conjuntivo fibroso denso, altamente irrigado e
inervado que circunda a raiz e a liga a parede interna do 0sso alveolar. Tem alta capacidade
de renovagdo por apresentar uma grande populacdo celular. Sua espessura € de
aproximadamente 0,2mm e pode sofrer variacbes. O espaco periodontal pode ser
aumentado quando o dente estd em hiperfungdo ou pode diminuir quando o dente ndo esta

em fungdo [21].

2.2.3 Cemento

O cemento é um tecido mineralizado avascular que recobre as raizes dos dentes. E
nele que as fibras do ligamento periodontal e da gengiva se inserem para manter o dente no

alvéolo e para promover a separacdo do ambiente interno do externo, respectivamente [21].

2.2.4 Osso alveolar

E o tecido 6sseo que forma o alvéolo dental. Ele é formado na erupcdo do dente
promovendo a insercdo Ossea para o ligamento periodontal e desaparece gradualmente
quando o dente é extraido. Este tecido é dependente da presenca dentéria, isso significa

que, o tamanho, a forma e a localizacéo sdo determinados pela funcéo dos dentes [21].

2.3 A doenca periodontal

A doenca periodontal modifica as caracteristicas morfologicas do 0sso e reduz a
altura deste. Quando o 0sso é reduzido em altura, mas as margens 0sseas continuam
perpendiculares as superficies dentérias, disse-se que a perda € horizontal. Quando o defeito
acontece de forma inclinada e uma depressdo concava é formada na base do defeito, disse-

se que essa perda 0ssea € vertical [22] (figura 4). Nos casos de perdas
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Osseas verticais, pode-se utilizar a terapia de regeneracdo dos tecidos periodontais para
reparar os danos causados pela doenca. A regeneracdo € um processo natural de renovagédo
de uma estrutura por meio do crescimento e diferenciagdo de novas células e substancias

intercelulares que dar&o origem ao mesmo tecido que foi destruido ou seu precursor [5].

Figura 4- Radiografia intra-oral ilustrando em A e B perda 6ssea horizontal e em C perda 6ssea vertical.

Fonte: Prdprio autor.

O sucesso da terapia regenerativa esta relacionado com a exclusao do epitélio e do
tecido conjuntivo gengival da area onde o defeito 6sseo esta localizado, ja que somente as
células do ligamento periodontal possuem o potencial de regenerar o periodonto de

sustentacdo [23].

2.4 Regeneracgéo Tecidual Guiada (RTG)

Esse método cirlrgico para o tratamento de defeitos Gsseos verticais,
principalmente, baseia-se no fato de que somente as células do ligamento periodontal
possuem o potencial para regenerar o aparato de insercdo do dente [23]. A RTG consiste na
colocacdo de uma membrana, esquematizada na figura 5, que ird& manter o espaco

necessario para a cicatrizacdo, impedindo a migracdo de células gengivais para a ferida
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cirargica. Isso garante a repopulacdo das células progenitoras do o0sso e do ligamento

periodontal, além de estabilizar o codgulo que serve de arcabouco para adesdo celular [5].

Figura 5- Esquema representativo da cirurgia de Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG).

Fonte: Rosen (2011).

2.5 Regeneracdo Ossea Guiada (ROG)

O método cirurgico € o mesmo, porém, o defeito 6sseo € maior e, por isso, um
material para enxertia faz-se necessario. Como materiais tém-se 0sso autdgeno (0Sso
proveniente do proprio individuo), osso alégeno (0sso proveniente de individuos da mesma

espécie) e 0sso xenogeno (0sso proveniente de individuos de espécies diferentes) [5]. Na
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técnica de ROG os principios basicos da técnica de regeneracdo tecidual guiada sdo
mantidos, sendo que a colocagdo da barreira para excluir as células da gengiva da ferida
cirdrgica é essencial. Assim, a membrana além de estabilizar o coagulo, estabiliza, também,
o material enxertado no defeito Gsseo e permite que a area seja repovoada por células
dsseas (osteoblastos), cementoblastos e fibroblastos presentes na porcéo gengival [5] como
ilustrado na figura 6.

Figura 6- A, radiografia do defeito 6sseo; B, extra¢do do dente; C, colocacdo do implante na area com defeito
0sseo; D, posicionamento da membrana de PTFE-e; E, radiografia final mostrando que a ROG
foi conseguida.

Fonte: Klokkevold (2007).



23

2.6 Membranas

Membranas sdo filmes finos que servem como barreiras para separar dois meios. Na
odontologia elas sdo usadas nos procedimentos de regeneracdo descritos acima [5]. Elas

podem ser densas ou porosas; ndo-reabsorviveis ou reabsorviveis; sintéticas ou naturais [7].

2.6.1 Membranas nao-reabsorviveis

A primeira membrana a ter sua utilizacdo aprovada foi a membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) ou Teflon [5,7]. Esta membrana tem sido usada por mais de
vinte anos por apresentar biocompatibilidade adequada para técnica de regeneracao tecidual
guiada (RTG) devido ao PTFE ser um polimero inerte, ter baixo coeficiente de atrito [12] e
ser ndo-aderente. As membranas de politetrafluoretileno sofreram modificacGes e em 1984
surgiu no mercado a membrana de politetrafluoretileno expandido (PTFEe) fabricada pela
GORE-TEX. Ela apresenta excelente biocompatibilidade [26] devido as caracteristicas de
sua superficie que é formada por multiplas camadas de Teflon nodes com estrutura
altamente orientada e as camadas sdo interconectadas por fibrilas. Este material permite a
agregacao celular e a troca de fluidos criticos pela presenca dos poros. A membrana de
PTFEe ndo causa inflamacdo e além de ser biocompativel também é osteocondutora, ou
seja, serve como guia para o 0sso recém-formado. E osteoindutora (estimula a formacao de
novo tecido dsseo), j& que segundo Piattelli [26] h& crescimento 0sseo dentro desta
membrana. A membrana de PTFEe recebeu um reforgo de titdnio para aumentar a
resisténcia a compressao dos tecidos moles e assegurar a manutencdo do espago adequado
para a cicatrizacdo do tecido 6sseo em casos de perdas 0sseas horizontais [7] . A figura 7(a)
mostra uma membrana de PTFEe reforcada com titanio [27] e um esquema, figura 7(b), de

como ela mantém o espaco adequado para a cicatrizacdo 6ssea [28].



24

Figura 7- (a) Membrana de PTFEe reforcada com titanio. (b) Esquema representando a manutengdo do
espaco necessario em 1 e o colapso da membrana causado pela forca de compressédo dos tecidos
moles em 2.

(a) (b)

Fonte: Osteogenics biomedical (2013). Inion (2006)

Outro material ndo reabsorvivel utilizado na fabricagdo de membranas
biocompativeis € o polifluoreto de vinilideno (PVDF) comercialmente denominado
Millipore [29]. Sua superficie porosa (poros: 5um) permite agregacdo e proliferacdo
celular. Segundo estudos de Leprétre e colaboradores [29], a incorporagdo de clorexidina,
um agente antibacteriano, na membrana de PVDF € compativel com a técnica de RTG. A
membrana modificada é favordvel a proliferacdo, vitalidade e adesdo celular, aléem de
liberar grandes quantidades de bactericida por longo periodo, evitando a contaminacgdo da

membrana o que permite que o0 processo de cicatrizagdo ocorra sem interferéncias.

A poliuretana derivada do 6leo de mamona tem sido bastante usada na producdo de
dispositivos médicos como, por exemplo, implantes para preenchimento de falhas dsseas
devido a sua biocompatibilidade. Este polimero quando acrescido de calcio torna-se
osteogénico e osteocondutor, porém ndo é osteoindutor [30]. Monteiro e colaboradores®
utilizaram este material como membrana para uso em procedimentos de regeneracao éssea
guiada. Neste estudo os autores concluiram que a membrana de poliuretana apesar de
apresentar reacdo inflamatdria local moderada € biocompativel. Sua superficie sem poros
diminui a retencdo de células bacterianas, porém permite a formacdo de novo 0sso no

interior do defeito e impede a migracdo de células epiteliais da gengiva para o interior da
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ferida cirargica. Este polimero ndo apresentou nenhum sinal de reabsor¢do ou degradacao

durante o periodo estudado [30,31].

Embora essas membranas apresentem boa biocompatibilidade o fato de ndo serem
biodegradaveis faz com que uma segunda etapa cirdrgica seja necessaria para a sua
remocéo tornando seu uso mais dispendioso para o0 paciente e requerendo maior tempo de
tratamento [5,7,26,31].

2.6.2 Membranas reabsorviveis

A membrana ideal deve excluir as células epiteliais, manter o espago necessario, ser
biocompativel, ter facilidade de manuseio, ser bioativa e ser reabsorvivel. Para atender este
altimo requisito muitos estudos estdo sendo realizados [31-40] e membranas reabsorviveis
naturais ou sintéticas ja estdo disponiveis no mercado (Gen-Derm; Bio-Gide; Avittene;
Collistat; BioMend; Vicryl Periodontal Mesh; Atrisorb; Epi-Guide; Guidor) [5,7,38].

Dentre as membranas reabsorviveis existe a classe das membranas naturais e a
classe das membranas sintéticas As membranas naturais sdo principalmente confeccionadas
com colageno [14]. As sintéticas sdo, geralmente, polimeros termoplasticos alifaticos
organicos como, por exemplo, polimeros derivados do 4&cido polilatico e do é&cido
poliglicdlico [1,32,36,37,40-43].

2.6.2.1 Membranas naturais

A mais usada ¢ a membrana de colageno, pois exibe citocompatibilidade elevada,
atrai e ativa células do ligamento periodontal, durante a cicatrizacdo permite interacdo com
celulas do tecido conjuntivo [44], é hemostatica e o tempo de degradacdo é muito variavel

dependendo da origem do colageno utilizado em seu processamento [7].

Essa variagdo na decomposicdo da membrana € um problema quando se trata de

RTG, porgue é necessario que a membrana permaneca com suas qualidades estruturais por
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um determinado periodo (14 dias) [39]. Uma maneira de contornar este problema ¢é a
confeccdo de compositos de coldgeno com um polimero biocompativel e biodegradavel
[34,35].

Uma variedade de membranas de coladgeno esta disponivel comercialmente.
Membranas de coldgeno de origem bovina sdo as mais conhecidas no mercado, mas

existem aquelas de colageno de origem suina[7].

Uma membrana preparada com quitosana e hidroxiapatita com superficie lisa de um
lado e rugosa de outro preveniu a migracdo apical do epitelio gengival, além disso,
promoveu o crescimento de células progenitoras ésseas e do ligamento periodontal no
interior do defeito 0sseo, ou seja, essa membrana é osteoindutora e osteocondutora [39].
Ademais, a quitosana possui propriedades hemostéticas, antifingicas, antibacterianas e
antitumorais que auxiliam no processo de cicatrizagcdo. Suas propriedades mecénicas sao

compativeis com a técnica de RTG [39].

2.6.2.2 Membranas reabsorviveis sintéticas

A maioria dos materiais reabsorviveis sintéticos sdo polimeros termoplasticos
alifaticos organicos derivados dos &cidos polilatico e poliglicélico [40,41,43,45]. Porém, a
degradacao desses polimeros produz &cidos causando inflamagéo nos tecidos adjacentes a

membrana. Com a queda de pH, a regeneracdo 0ssea se torna deficiente [7].

A primeira membrana reabsorvivel lancada no mercado foi a Guidor que era
constituida de &cido polilatico e acetil tributilcitrato. Porém esta membrana foi retirada do

mercado por razdes desconhecidas [5].

A partir dai muitas outras membranas reabsorviveis foram introduzidas no mercado
como a Vicryl Mesh (Ethicon, USA) feita de poliglactina 910, outra constituida de
copolimero de acido glicélico e latico (Resolute, Atrisorb, Epi-Guide, Inion) [5,7,38]. A

figura 8 mostra diferentes formatos das membranas Inion [28].
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Figura 8- Diferentes formatos das membranas Inion

Fonte: Inion (2006)

Para reduzir a toxicidade dos produtos formados pela degradacdo dos polimeros
derivados desses acidos, muitos pesquisadores estdo desenvolvendo membranas
modificadas com hidroxiapatita, nano-apatita e fosfato beta-tricalcio [32,34,38,40,41,50].
Com a adigdo de hidroxiapatita notou-se uma compensacao na diminui¢do do pH no sitio
do composito, quando comparado com o polimero sem adi¢do de hidroxiapatita [45]. Ja a
adicdo de nano-apatita ou cristais de apatita, além de neutralizar os &cidos formados na
degradacdo dos poliésteres torna a membrana mais bioativa, contribuindo para a
proliferacdo de células osteoblésticas [38,41]. A incorporacdo de fosfato beta-tricalcio em
compositos derivados dos acidos polilatico e poliglicdlico manteve as propriedades
mecanicas num grau maior ou igual as dos polimeros puros e resultou num efeito de

manutencéo de pH [40].

Em varios estudos poli 1,3- carbonato de trimetileno (PTMC), um elastomero
amorfo, tem sido uma boa alternativa para a fabricacdo de membranas devido a sua
elasticidade, bom desempenho mecénico combinado com uma degradacdo lenta em
ambientes aquosos e degradacdo rapida pela via enzimatica in vivo [1,35]. Dependendo da
escolha do polimero que formara um composito com o PTMC a taxa de degradacéo e a
forma que o compdsito se degrada serdo alteradas possibilitando, assim, a confeccdo de
arcabouco para variados fins (reconstrucdo de condutos nervosos, reparo de musculo
cardiaco) [35].

Os compdsitos de polimeros biodegradaveis sintéticos e naturais tém recebido

crescente interesse por suas aplicacdes na area biomédica [34,39,45,46]. Em estudos in
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vitro ficou demonstrado que compositos de polivinil &lcool e amido (PVA/Amido), o
primeiro sintético e o segundo natural, sdo biocompativeis e biodegradaveis. Seu
comportamento mecanico foi satisfatorio, ou seja, conseguiu manter 0 espago necessario

para a cicatrizacao, atendendo os requisitos para RTG [46].

Outra classe de polimeros utilizada na engenharia de materiais € a dos poliésteres
produzidos por microorganismos em condi¢des desfavoraveis, os polialcanoatos (PHA).
Nos ultimos anos, muitos dispositivos incluindo suturas, pinos ortopédicos, adesivos
cardiovasculares, guias para reconstrucdo de nervos, stents, sistema de liberacdo de drogas
e membranas para regeneracao tecidual guiada, foram criados usando PHA, em especial o
poli 3-hidroxibutirato (PHB) e copolimeros de poli 3-hidroxibutirato e poli 3-
hidroxivalerato (PHBV) [2,3,8,15].

Os polialcanoatos sdo, geralmente, biodegradaveis e possuem boa
biocompatibilidade. O PHB e o PHBV demonstraram altos niveis de adesdo celular
possibilitando sua aplicagdo como membranas na técnica de RTG e ROG [15]. Nestes
polimeros podem ser incorporadas particulas de hidroxiapatita ou fosfato tricalcio para
aumentar a bioatividade e a biodegradacdo da membrana nos procedimentos de regeneracao
e reconstituicdo 0ssea [3], uma vez que essas particulas neutralizam o acido formado pela
degradacdo dessas membranas [32,40]. Modificagdes na superficie da membrana podem

melhorar a biocompatibilidade e promover melhor adeséo e proliferacéo celular [35,37].

Uma das maneiras de modificar a superficie das membranas € através da técnica de
fabricacdo das mesmas, por exemplo, fabricacdo de membranas por inversdo de fases que
produz membranas porosas [35], modificagdo com antibioticos [29] e confeccdo de
membranas fibrosas [9,10,47-49].
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2.7 Técnicas para obtencdo de membranas fibrosas

Existem varias maneiras para confeccionar membranas fibrosas, por exemplo, 0s
métodos de melt spinning, electrospinning, melt blowing. O mais utilizado € o0 método por
electrospinning [50]. Porém, recentemente, em 2009, uma nova técnica foi desenvolvida
para a produgdo de nanofibras denominada de solution blow spinning ou fiagdo por sopro
em solucdo [9,10]. A seguir serdo discutidas as técnicas de electrospinning e a solution

blow spinning.

2.7.1 Electrospinnig ou eletrofiacéo

Este processo, primeiramente, proposto por Formhals [50] em 1934 consiste na
fabricacdo de filamentos artificiais a partir de uma solu¢do contento algum sélido
dissolvido que é gotejada em direcdo a um campo elétrico formado entre dois eletrodos.
Este método voltou a ser explorado, atualmente, devido & sua capacidade de formar
nanofibras a partir de diferentes materiais, como por exemplo, os polimeros [32,47-49].
Como mostrado na figura 9 o aparato utilizado para eletrofiagdo é formado por uma fonte
de alta tensdo (5 — 50 kV) que gera o campo elétrico entre a agulha e o coletor metalico

controlando a deposicéo das fibras [47].

Figura 9 - Diagrama do mecanismo utilizado na técnica de electrospinning.
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Fonte: Prdprio autor.
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O cone de Taylor é formado devido a aplicacdo de um potencial elétrico cada vez
maior sobre a gota da solucdo até esta atingir um formato aproximadamente c6nico, entdo
um jato eletrificado sai pela ponta do cone em direcéo ao coletor [51]. Durante o percurso o
jato de solucdo polimérica é estirado e seu didmetro diminui. Quando o jato se distancia do
cone de Taylor, as tensGes geradas pelas forcas elétricas na superficie da solucdo
equiparam-se com a forca longitudinal gerando instabilidade no jato e formando a zona de
espalhamento [52]. Neste processo o solvente utilizado é evaporado e fibras com didmetros
reduzidos sdo depositadas no coletor [48,49]. A figura 10 ilustra as regides distintas
propostas por Reneker e Yarin [51] para descrever o trajeto do jato polimérico na técnica
de eletrofiacéo.

Figura 10- Detalhe da solucéo polimérica sendo ejetada da agulha em direcdo ao coletor.
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2.7.2 Solution blow spinning ou fiacdo por sopro em solucao.

Esta técnica de preparacdo de fibras consiste na injecdo (20-200pL/min) de uma
solucdo polimérica para o interior de uma corrente de ar [9]. O aparato utilizado nesta
técnica esta esquematizado na figura 11 e contém uma fonte de ar comprimido, uma seringa
para bombear a solugdo polimérica, um bico contendo um orificio central por onde passara
a solugdo polimérica e orificios concéntricos onde o ar é ejetado e um coletor cilindrico

com velocidade de rotagéo controlada.

Figura 11- Esquema do aparato utilizado no solution blow spinning.

Fonte: Medeiros (2009)

A aceleracdo da solucdo polimérica é causada pela forca de tracdo criada pela queda

na pressdo no centro do jato e 0 aumento na velocidade do ar. Este aumento na velocidade €
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ocasionado pelo aumento da energia cinética da corrente de ar que acontece quando o ar
pressurizado passa pelo bico externo e ocorre uma diminuicdo na pressdo [9]. Essa alta
velocidade também ¢é responsavel pela deformagéo da solucdo polimérica contida no bico

interno para uma forma cénica como demonstrado na figura 12.

Figura 12- Diagrama representando o design do bico ejetor.

Fonte: Medeiros (2009)

Quando essas forcas superam as tensbes de superficie, um fino jato de solucédo
polimérica é lancado ao coletor. Durante este trajeto o solvente utilizado na fabricacdo da
solucdo polimerica evapora e o que é captado no coletor sdo fibras poliméricas com

didmetros reduzidos [9].

Essa técnica pode ser executada com uma taxa de injecdo mais elevada quando
comparada com o electrospinning diminuindo, assim, o tempo de trabalho. Ademais, ndo é
necessario equipamento de alta voltagem, nem fica restrito 0 uso de polimeros resistentes
ao calor, além disso, os filmes podem ser facilmente coletados em diversos alvos, incluindo

tecidos vivos [9,10].

Alguns parametros, assim como na eletrofiacdo, alteram a morfologia das fibras

sintetizadas pela técnica de fiacdo por sopro em solucéo.
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A concentracdo da solucdo polimérica tem um papel importante na formacdo das
fibras porque se a solucdo for muito diluida as moléculas em excesso do solvente tendem a
ficar aglomeradas fazendo com que as fibras ndo cheguem secas ao coletor formando,
assim, um filme continuo. Quando a concentragdo é aumentada e as tensdes de superficie
sdo baixas as moléculas do solvente tem melhor interagdo com as cadeias poliméricas
diminuindo a aglomeracdo das moléculas do solvente reduzindo a formagdo de beads ou

contas ao longo das fibras [10].

A vazdo da solucdo polimérica quando em valores ideais tendem a baixar o
didmetro das fibras. Porém, quando a taxa de alimentacdo é muito alta pode acontecer o
entupimento da agulha interna do bico ejetor pela solidificacdo do polimero. Quando essa
taxa é muito baixa ocorre instabilidade no jato porque a solugdo polimérica é arrastada para
0 coletor com taxa maior do que a taxa de alimentacdo. Entretanto, esses valores ideais se

alteram para cada tipo de polimero e concentracdo da solucdo utilizada [10].

Oliveira e colaboradores [10] nos estudos sobre a influéncia da presséo sobre a
formacdo e morfologia das fibras poliméricas no processo de fiacdo por sopro em solugédo
encontraram que quando a pressao do ar de arraste é baixa ocorre um aumento na espessura
das fibras e na sua distribuicdo afetando negativamente o processo de fiacdo devido ao
entupimento do bico ejetor acontecer com maior frequéncia. Quando a pressdo do ar é
maior, o didmetro das fibras diminui em consequéncia da maior taxa de evaporagdo do

solvente.

Esses parametros também foram testados nos estudos de Medeiros e colaboradores
[9] e resultados semelhantes foram encontrados. Segundo este estudo, a taxa de injecdo da
solucdo ndo afeta significativamente o didmetro das fibras, porém, acima de 60ul/min
houve uma consisténcia maior na espessura das fibras para taxas de producdo maiores.
Abaixo de 20pl/min, o fluxo na agulha interna do bico ejetor ndo foi continuo. A variagéo
da pressao tem baixa influéncia no didmetro da fibra. Para baixa presséo as fibras perdem
velocidade e ndo tem forga para atingir o coletor. Houve um aumento na espessura da fibra
com o0 aumento da pressdao de 69kPa para 276kPa, porém para pressdes mais altas o
didmetro diminui [9]. Como pode ser observado pelos estudos de Medeiros e Oliveira

[9,10], o pardmetro que mais influencia a formagdo e a morfologia das fibras é a
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concentracdo da solucdo polimérica. Para baixas concentracfes existe a formacao de finas
fibras com presenca de contas. Aumentando a concentracdo a espessura da fibra aumenta e
fibras mais lisas sdo formadas. Entretanto, se a concentracdo for muito grande pode ocorrer
0 entupimento do bico ejetor pela solidificacdo do polimero na ponta da agulha. Resumindo
o tipo de polimero e a concentracdo da solucdo polimérica sao os fatores que mais afetam a
morfologia das fibras, porém os parametros vazao e pressao precisam estar em equilibrio

para producdo de fibras com espessura ideal, ou seja, sem a formacéo de beads.
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3 Materiais e Método

3.1 Materiais utilizados

3.1.1 Polimero

O polimero polihidroxibutirato (PHB) foi fornecido pela PHB Industrial na forma

de p6. Este poliéster foi utilizado sem nenhum tratamento prévio.

3.1.2 Solvente

O solvente usado na preparacao da solucdo de PHB foi cloroférmio (CHCI3)

produzido pela Synth.

3.1.2 Glicose

A glicose utilizada como soluto para preparar a solu¢cdo em &gua destilada foi

adquirida da Synth (D-glicose anidra).
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3.2 Método

3.2.1 Obtencéao do filme

Para a confeccdo do filme (membrana) de PHB, solu¢des com concentracdes de 8%,
10% e 12% (m/v) foram preparadas dissolvendo o p6 de PHB em cloroférmio, em agitacéo
constante por 24 horas. Nas primeiras 3 horas, a temperatura foi mantida em 60°C, nas

horas seguintes a agitacao foi feita em temperatura ambiente.

Com o uso de uma seringa hipodérmica pléastica da BD de 3 ml, essa mesma
quantidade de solugdo foi aspirada e colocada no equipamento de “solution blow spinning”,
figura 12(a) e 12(b), localizado no Laboratdrio do GPOL — Grupo de polimeros/Unesp-Ilha
Solteira-SP, para a obtencdo da membrana. Este sistema contém uma unidade de ar
comprimido, uma bomba para controlar a taxa de inje¢do de solugdo (), um instrumento
para regular a pressdo do ar de arraste (P) e um coletor metalico cilindrico que foi revestido
com papel aluminio para facilitar a remo¢do do filme. Todas as membranas foram
confeccionadas com 3ml da solugdo polimérica (PHB e cloroférmio), figura 12(c) e 12 (d).
A distancia de trabalho foi de 21 centimetros e calibrou-se o equipamento para injetar a
solucdo com uma vazao de 110, 135 e 150 pL/min, variou-se, também, a pressdo do ar:
120kPa, 140kPa, 160kPa e 200kPa. Todas essas variaveis foram aplicadas para cada

concentragao.
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Figura 13- (a) Fotografia do equipamento de “solution blow spinning” localizado no Laboratério do GPOL —
Grupo de polimeros/Unesp-llha Solteira-SP.. (b) Detalhe do bico ejetor e coletor com
membrana. (c) Membrana sendo removida do papel aluminio. (d) Detalhe da membrana
destacada.

(a) (b)

(c) (d)

Fonte: Prdprio autor.

3.2.2 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

As analises foram realizadas num equipamento da TA Instrument modelo MDSC
2920, com uma rampa de temperatura de -10 até 220°C. Primeiro aquecimento de -10°C a
190°C, isoterma de 2 minutos, resfriamento a -10°C seguido de isoterma de 2 minutos e
segundo aquecimento até 220°C. A razdo de aquecimento utilizada foi de 5°C/min numa
atmosfera de nitrogénio. Aproximadamente, 5,59 de material foram colocados em
panelinhas de aluminio para realizacdo desse ensaio. Este ensaio tem como objetivo

observar o comportamento térmico do polimero.
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3.2.2.1 Grau de Cristalinidade

O grau de cristalinidade do polimero é estimado porque polimeros mais cristalinos
apresentam maior dureza e maio resisténcia a tracdo. Para obter os valores referentes ao

grau de cristalinidade do polimero utilizou-se a formula representada pela equacéo 1:

Eq. 1

Onde, X, é o grau de cristalinidade, f é a fracdo em massa do PHB que neste caso é
igual a 1, AHs é o valor da entalpia de fusdo obtida e AH; é o valor tedrico da entalpia de

fusdo para o PHB 100% cristalino cujo valor é 146J/g [52].

3.2.3 Difratometria de Raios-X (DRX)

O equipamento utilizado foi um Shimadzu, modelo XRD-6000, com comprimento
de onda de 0,1542 nm, em temperatura ambiente, num intervalo de 10° a 32°, com taxa de

0,5°/min, com o objetivo de observar a estrutura cristalina do polimero.

3.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O equipamento utilizado foi 0 EVO LS15 da ZEISS. As amostras foram fixadas em
um porta-amostra através de uma fita de carbono. A metalizacdo das amostras foi feita
através da deposicdo de ouro nas mesmas por 1,5 minutos utilizando a técnica de
“sputtering”. Esta técnica visa a observacdo da morfologia das amostras e medir o didmetro

médio das fibras utilizando o programa ImageJ.
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3.2.5 Estimativa da quantidade de poros

Para a estimativa da quantidade de poros, quadrados de um centimetro de lado das
amostras foram pesadas e suas espessuras foram medidas para calculo do volume da
amostra sem poros e volume da amostra com poros, respectivamente, utilizando as

seguintes equacdes [53].

Eq. 2

Onde: Densidade PHB = 1,25g/cm® ou 1,25x10%g/m®

3.2.6 Transporte de nutrientes

Para avaliar a membrana de PHB como material para a engenharia de tecidos, foi
utilizado o teste de permeabilidade de glicose. A glicose & um nutriente utilizado pelas
celulas por isso sua difusdo através da membrana foi testada [53]. A figura 14 esquematiza
0 equipamento para identificar a difusdo da glicose através da membrana. Para este
experimento solucdes de 500mg/dL de glicose em agua destilada foram preparadas. Em um
dos compartimentos (doador) foi colocado 10ml da solucéo de glicose e no outro (receptor)

foi colocado 10ml de &gua. A membrana foi colocada no meio dos dois compartimentos.
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Figura 14- Esquema representativo do dispositivo de difusdo de glicose.

Fonte: Préprio autor.

Antes da colocacdo da membrana esta foi deixada em alcool etilico e depois lavada
com &gua destilada para garantir que a membrana estivesse completamente molhada [53].
A cada quatro horas uma gota de solugdo foi retirada do receptor e a concentracdo de
glicose foi determinada utilizando um sistema de controle de diabetes, modelo Optimum

Xceed da marca Abbott até completar sessenta horas.

Devido a diferenca de concentracdo entre os compartimentos, a glicose passa
atraves da membrana do compartimento doador para o receptor. A quantidade de glicose
que passa através da membrana versus tempo estd relacionada com a porosidade e a
interconectividade dos poros da membrana. A permeabilidade (P) pode ser calculada

através da equacdo [54]:

Eq.5

onde, m, é a quantidade de glicose que passou pela membrana apés um tempo t, | € a
espessura da membrana, AC € a diferenca de concentracdo entre receptor e doador e Sé a

area da membrana.
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4 Resultados e Discussao

Os resultados apresentados foram obtidos a partir dos experimentos realizados neste
projeto com o objetivo de encontrar as melhores condig¢Ges para a obtengdo da membrana
fibrosa de PHB. Foi necessario o estudo de varios parametros de fabricacdo das membranas

que sera discutido a seguir.

4.1 Influéncia da concentracdo da solucéo polimérica na formacéao de fibras.

Micrografias (magnitude de 3000 vezes) das membranas obtidas com concentragdes
de 8%, 10% e 12% (m/v) de PHB estdo representadas nas figuras 15a, 15c e 15e,
respectivamente. Observa-se nas figuras 15b, 15d e 15f que o diametro das fibras diminui
quando se mantém fixos a pressdo, a distancia de trabalho e a vazdo (140kPa, 21cm e

150pl/min, respectivamente) e ha reducdo na concentracdo de polimero na solucao.

Para a concentracdo de 8% (m/v) nota-se que a relagdo polimero-solvente esta
adequada para os parametros que se mantiveram constante, pois as fibras formadas néo
apresentam contas e aproximadamente 50% delas possuem diametro na faixa de 0 a 400nm.
O didmetro medio, para esses parametros foi de 707nm e o desvio padrdo foi de 580nm. A
figura 15c ilustra as fibras obtidas para a concentracdo de 10% (m/v). Observa-se grande
quantidade de fibras lisas e que nestas condi¢cdes para a fabricagdo do filme houve maior
variacdo no diametro das fibras (figura 15d). Além disso, o diametro médio encontrado foi
de 1043nm e o desvio padrdo foi de 504nm o que representa um aumento de 48% em
relacdo a condicdo anterior. Aumentando ainda mais a concentracdo 12% (m/v) aparecem
gotas (aglomerados de polimero) em meio as fibras de maior calibre quando comparadas
com as fibras formadas na fabricagdo dos filmes com concentra¢des de 8% e 10% (m/v). O
surgimento dessas gotas é consequiéncia da solidificacdo do polimero logo na saida do bico
ejetor devido a evaporacdo da pequena quantidade de solvente presente na solugdo. O
didmetro médio das fibras para esta condicdo é 48% maior que o valor do didmetro médio

das fibras encontrado nas membranas confeccionadas com concentracao de 10% (m/v).
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Experimentos realizados com concentraces de 5% e 15% (m/v) e mantendo-se a
pressdo a 140kPa, vazdo 150uL/min e distancia de trabalho em 21cm mostraram que nessas
concentracdes ndo se obtém éxito na formacdo de filmes fibrosos. Com a concentragdo de
5% existe muito solvente na solucdo e esta ndo apresenta viscosidade suficiente para a
formac&o das fibras. Com concentracdo de 15% de PHB, ndo se obtém membrana, porque

ocorre 0 entupimento da agulha interna do bico ejetor.

Figura 15- Micrografias dos filmes de PHB obtidos através de “solution blow spinning” mantendo-se fixos 0s
pardmetros: D= 21cm, P=140kPa ¢ B=150uL/min, onde (a) c=8%; (c) c=10%; (e) c=12%. Os
graficos de distribuicdo dos didmetros das fibras e seus valores médios nas membranas de 8%,
10% e 12% estéo representados em (b), (d) e (f), respectivamente.

707 £ 580nm

(a) (b)

1043 + 504nm
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1542 + 919nm

(e) (f)

Fonte: Préprio autor.

4.2 Influéncia da presséo

O efeito da pressdo na morfologia das fibras poliméricas foi estudado variando-se a
concentragdo da solucdo e mantendo fixos os pardmetros distancia de trabalho, D=21cm,
taxa de vazdo, p=150uL/min. Nas figuras 16a ¢ 16c estdo as micrografias obtidas por MEV
para a concentracdo de 8% (m/v) e pressdo 140kPa e 200kPa, respectivamente.  Como
relatado por Oliveira [10] a pressé@o exerce pouca influéncia no didmetro das fibras, porém,
com o0 aumento da pressdao houve um decréscimo no valor do didmetro médio de
707+580nm para 587+425nm para esta concentracdo. Para a pressao de 200kPa observa-se
um aumento na quantidade de fibras formadas e uma reducéo na variacdo da espessura das

fibras.
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Figura 16- Micrografias dos filmes de PHB obtidos através de “solution blow spinning” mantendo-se fixos 0s
parametros: D= 21cm, ¢=8% e f=150pL/min, onde (a) P=140kPa e (c) P=200kPa. Os graficos de
distribuicdo dos diametros das fibras e seus valores médios nas membranas para as pressoes de
140kPa e 200kPa estdo representados em (b) e (d), respectivamente.

7074580 nm

(b)

5874425 nm

(c) (d)

Fonte: Prdprio autor.

A figura 17, representa a membrana com c¢=10% (m/v), D=21lcm, vazéo
B=150uL/min e pressdes P=140kPa (17a) e P=200kPa (17¢). A obten¢do de fibras lisas foi
alcangada, entretanto para essa concentragédo o aumento de pressao causou um aumento de
aproximadamente, 12% no diametro médio das fibras como ilustrado pelas figuras 17b e
17d, P=140kPa e P=200kPa, respectivamente.
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Figura 17: Micrografias dos filmes de PHB obtidos através de “solution blow spinning” mantendo-se fixos 0s
parametros: D= 21cm, c=10% e B=150pL/min, onde (a) P=140kPa e (c) P=200kPa. Os graficos de
distribuicdo dos diametros das fibras e seus valores médios nas membranas para as pressdes de
140kPa e 200kPa estdo representados em (b) e (d), respectivamente.

1043+508nm

11714532nm

(d)

Fonte: Prdprio autor.

Para a concentracdo de 12% (m/v) e os outros pardmetros mantidos fixos, pode-se
observar 0 mesmo comportamento que para a concentragdo de 10% (m/v), elevando a
pressdo de 140kPa para 200kPa o valor médio do didmetro das fibras aumenta ilustrado
pelos graficos das figuras 18b e 18d, respectivamente. Com o aumento da concentragéo
aumenta a viscosidade da solugdo e consequentemente diminui a taxa de cisalhamento.

Aumentando a pressdo a evaporacao do solvente, é mais rapida e consequentemente as
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fibras tendem a ser mais grossa. As figuras 18a (P=140kPa) e 18c (P=200kPa), mostram

fibras sem a formacéo de beads.

Figura 18- Micrografias dos filmes de PHB obtidos através de “solution blow spinning” mantendo-se fixos 0s
parametros: D=21cm, c=12% e f=150uL/min, onde (a) P=140kPa e (c) P=200kPa. Os graficos de
distribuicdo dos diametros das fibras e seus valores médios nas membranas para as pressoes de
140kPa e 200kPa estédo representados em (b) e (d), respectivamente.

1542+919nm

(a) (b)

1716£773nm

(d)

Fonte: Préprio autor
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4.3 Influéncia da vazao

A vazdo é um parametro que interfere no didmetro e na distribuicdo das fibras no
filme. Para avaliar esta dependéncia foram aplicadas diferentes vazdes para a fabricacéo
das membranas mantendo constante a distancia de trabalho, D=21cm e a pressao,
P=140kPa.

As figuras 19a, 19c e 19e, representam as micrografias das membranas de PHB
obtidas mantendo-se fixos os pardmetros j& mencionados, concentracdo de 8% (m/v) e
variando as vazles, p=110uL/min, p=135uL/min e P=150uL/min, respectivamente. As
figuras 19b (B=110uL/min), 19d (B=135puL/min) e 19f (B=150uL/min) mostram os
histogramas de distribuicao de fibras e nos insets os respectivos valores de diametro médio
das fibras. Observa-se que para as vazdes P=110pL/min e PB=135uL/min, houve um
aumento no diametro das fibras e menor heterogeneidade em comparagdo com a vazéo
B=150pL/min. Aumentando a concentragdo observa-se que ha um aumento no didmetro das
fibras e também de defeitos, como ilustra as figuras 20 e 21. Para uma dada concentracéo a
melhor vazdo é aquela que produz fibras com menor distribuicdo de didmetro. Nesta
condigdo ha um equilibrio entre a vazdo e o fluxo de ar que arrasta as fibras fazendo que o
cone seja bastante estavel, ou seja, ndo ocorre o entupimento do bico ejetor nem a solugéo
polimérica é arrastada para o coletor com taxa maior do que a taxa de alimentacdo. Estes
resultados estdo em concordancia com os obtidos por Oliveira et al [10] onde ele avaliou os
parametros de vazdo, pressdo e concentracdo na formacédo de fibras de Poly(D,L-Lactide)

pela técnica de “soltion blow spinning”.
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Figura 19- Micrografias dos filmes de PHB obtidos através de “solution blow spinning” mantendo-se fixos
0s parametros: D= 21lcm, c=8% e P=140kPa. (a) p=110uL/min, (c) B=135pL/min e (e)
B=150uL/min. Os graficos de distribuicdo dos didmetros das fibras ¢ seus valores médios nas
membranas para as vazdes de f=110uL/min, f=135uL/min e f=150puL/min, estdo representados
em (b), (d) e (f), respectivamente.

6571418 nm

(a) (b)

870+623 nm

() (d)

707+580 nm

(f)

Fonte: Prdprio autor.
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Figura 20: Micrografias dos filmes de PHB obtidos através de “solution blow spinning” mantendo-se fixos 0s
parametros: D= 21cm, c=10% e P=140kPa. (a) f=110pL/min, (c) p=135uL/min e (e)
B=150uL/min. Os graficos de distribuicdo dos diametros das fibras e seus valores médios nas
membranas para as vazdes de f=110uL/min, p=135pL/min e f=150puL/min, estdo representados
em (b), (d) e (f), respectivamente.

7671400 nm

(b)

9374427 nm

(d)

1043+504 nm

(f)

Fonte: Prdprio autor.
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Figura 21- Micrografias dos filmes de PHB obtidos através de “solution blow spinning” mantendo-se fixos
0S pardmetros: D= 21cm, c=12% e P=140kPa. (a) f=110uL/min, (c) B=135uL/min e (e)
B=150uL/min. Os graficos de distribui¢do dos didmetros das fibras e seus valores médios nas
membranas para as vazdes de B=110uL/min, f=135pL/min e f=150uL/min, estdo representados
em (b), (d) e (f), respectivamente.

1288+527 nm

(a) (b)

13984795 nm

(c) (d)

15414919 nm

(f)

(e)

Fonte: Prdprio autor.
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4.4 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Na figura 22 tem-se as curvas de DSC para os filmes de PHB confeccionados com
concentracdes de 8%, 10% e 12% (m/v), com vazdo de 150puL/min e pressdo 140kPa. Pode-
se observar que todas as curvas apresentam o mesmo perfil independente da concentracéo.
No segundo aquecimento observa-se a presenca de dois picos. Isto ocorre devido a cisdo
aleatoria das cadeias poliméricas devido ao tratamento térmico realizado, alterando assim a
distribuicdo do peso molecular do polimero. Essa diferenca de peso molecular resulta na
formacdo de cristais de tamanhos diferentes que no segundo aquecimento eles se fundem
aparecendo no termograma como dois picos de fusao distintos [55].

Figura 22- Curvas de DSC (taxa 5°C/min) para membranas confeccionadas com presséo de 140kPa e vaz&o
de 150uL/min e concentracdo de PHB de 8% (a); 10% (b) e 12% (c).
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Fonte: Prdprio autor.
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A temperatura de transicao vitrea do PHB ndo foi possivel detectar nas medidas de
DSC, porém seu valor, segundo a literatura, esta entre 3°C e 5°C [55]. Houve um pequeno
aumento na temperatura de fusdo do PHB com a diminui¢do da concentracdo como ilustra a
tabela 2. Notou-se que os picos relacionados as temperaturas de fusdo no segundo
aquecimento deslocaram-se para menores valores em relagdo aos picos relativos a
temperatura de fusdo do PHB no primeiro aquecimento como mostra a tabela 2. 1sso ocorre

devido a degradacdo do PHB pois sua janela de processabilidade é pequena [56].

Tabela 2- Valores normalizados extraidos dos termogramas de DSC para diferentes filmes de PHB.

Filme fibroso Ty Tfl T2 T, AH  AHR2  AH X1 X2

de PHB G (°C) (€ (O (g Qg Qg () (%)
176 170 92 96 95 88 66 65
175 171 74 88 85 53 60 58
- 173 171 97 93 92 89 64 63

140KPa/150pL/min/8%
140KPa/150uL/min/10%
140kPa/150puL/min/12% -

*Temperatura de transicdo vitrea (Tg); Temperatura de fusdo no primeiro aquecimento (Tfl); Temperatura de fusdo no
segundo aquecimento (Tf2); Temperatura de cristalizacdo (T); entalpia de fusdo referente ao primeiro aquecimento
(aH{1); entalpia de fusdo referente ao segundo aquecimento (AH;2); entalpia de cristalizagdo (AH.); grau de cristalinidade
referente a entalpia de fusdo do primeiro aquecimento (X.1) e do segundo aquecimento (X.2). O grau de cristalinidade foi
calculado considerando a entalpia de fusdo tedrica do PHB 100% cristalino que corresponde a 146 J/g.

Fonte: Prdprio autor.

Para calcular o grau de cristalinidade (X;) € preciso o0 uso dos parametros entalpia
de fusdo (AHs) como mostrado na equacaol. O grau de cristalinidade das amostras indica se
0 material é mais amorfo ou mais cristalino [12]. Observou-se que ndo houve significante
variagdo entre o primeiro agquecimento e o segundo aquecimento para nenhuma das
membranas analisadas, ou seja, 0 processo de fabricacdo e o tratamento térmico ndo
modificaram o grau de cristalinidade da membrana que esta em torno de 60%. Quanto
maior 0 grau de cristalinidade maior a resisténcia a tragdo, maior dureza e menor
solubilidade do polimero [12].

A porcentagem de porosidade para as membranas fibrosas foram estimadas para

diferentes parametros de confeccdo das amostras como ilustra a tabela 3. Analisando os
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dados verifica-se que as trés grandezas, pressdo, vazdo e concentracdo influenciam na
porosidade do filme. A maior variagdo foi encontrada para a concentracdo de 8% (m/v)
onde se obteve o valor de porosidade de 61,10% para a relacdo 200kPa e 150uL/min e no
outro extremo o valor de 70,70% para a relagdo 140kPa e 150pL/min. De uma maneira
geral verifica-se que a porosidade aumenta com o aumento da concentracdo. Verifica-se
que para a concentracdo de 8%, 10% e 12% (m/v) a porosidade variou de 61,10% a
70,70%; 68,90% a 72,00%; 71,20% a 73,50%, respectivamente. Solucdo polimérica mais
diluida produz, de uma maneira geral, fibras de didmetro menores e, portanto sendo mais

compactadas diminuindo assim a porosidade da membrana.

Tabela 3- Valores utilizados para obtencéo da porosidade (%) das membranas fibrosas de PHB.

Volume Volume
Amostra Largura Compri Espessura Massa comporos  semporos  Porosida
(m) mento (m) (9) (m*) (m*) de
(m) (%)
200kPa/150 0,01 0,01 150x10° 51x10°  1,50x10° 4,08 x10° 72,80
ML/min
(12%)
200kPa/110 0,01 0,01 160 x10®  53x10°  1,60x10° 4,24 x10° 73,50
pL/min
(12%)
200kPa/135 0,01 0,01 150 x10®  50x10°  150x10% 4,00 x10° 73,30
pL/min
(12%)
140kP/135 0,01 0,01 110x10°%  3,7x10°  1,10x10° 2,96 x10° 73,10
MUL/min
(12%)
140kPa/110 0,01 0,01 100x10°  36x10°  1,00x10° 2,88 x10° 71,20
pL/min
(12%)
140kPa/150 0,01 0,01 110x10®  39x10°® 1,10x10% 3,12 x10° 71,60
pL/min
(12%)
200kPa/135 0,01 0,01 50 x10° 2,1x10°  5,00x10° 1,68x10° 66,40
ML/min
(8%)
200kPa/110 0,01 0,01 50 x10° 2,3x10°  500x10° 1,84 x10° 63,20
pL/min
(8%)
200kPa/150 0,01 0,01 35 x10° 1,7x10°  35x10° 1,36 x10° 61,10
pL/min
(8%)
140kPa/135 0,01 0,01 60 x10° 2,3x10°  6,00x10° 1,84 x10° 69,30
pL/min
(8%)
140kPa/110 0,01 0,01 50 x10° 2,1x10%  500x10° 1,68x10° 66,40
pL/min
(8%)
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140kPa/150 0,01 0,01 60 x10° 22x10°  6,00x10° 1,76 x10° 70,70
ML/min
(8%)
200kPa/135 0,01 0,01 100x10®  35x10°  1,00x10° 2,80 x10° 72,00
ML/min
(10%)
200kPa/110 0,01 0,01 90 x10° 3,5x10°  9,00x10° 2,80 x107° 68,90
pL/min
(10%)
200kPa/150 0,01 0,01 100 x10®  3,6x10° 1,00x10% 2,88 x10° 71,20
pL/min
(10%)
140kPa/135 0,01 0,01 100x10°  3,7x10°  1,00x10° 2,96 x10° 70,40
ML/min
(10%)
140kPa/110 0,01 0,01 100 x10°  3,7x10°  1,00x10® 2,96 x10°® 70,40
ML/min
(10%)
140kPa/150 0,01 0,01 110x10®  39x10°® 1,10x10% 3,12 x10° 71,60
pL/min
(10%)

Fonte: Prdprio autor.

4.5 Difratometria de Raios-X (DRX)

Como mencionado, anteriormente, o PHB é um polimero semi-cristalino. Fato este
que pode ser demonstrado por difratometria de raios-x (DRX). A figura 23 apresenta 0s
difratogramas obtidos das membranas de PHB fixando-se a vazdo (B) e variando a
concentracdo (c) e a pressdo (P). Pode-se observar dois picos bem definidos de
cristalinidade em 20=13,5° ¢ 26= 16,9°. Outros picos caracteristicos do PHB estdo em 26=
22,4°, 20= 25,6° ¢ 20= 27,2° [56] porém estes aparecem com menos intensidade. Nota-se
que nao existe deslocamento desses picos 0 que afirma que ndo existe variacdo na estrutura

cristalina independente dos pardmetros usados para a fabricacéo dos filmes.
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Figura 23- Difratogramas de raio-x de filmes de PHB obtidos com uma mesma vazio (f) e variando-se a
concentragao e pressao.
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Fonte: Prdprio autor.

4.6 — Transporte de nutrientes

A figura 24a e 24b mostram os gréficos da quantidade de glicose em fungdo do
tempo para a membrana de 8% (m/v) e P=140kPa e 200kPa, respectivamente, onde a vazao
foi mantida constante (B=150pL/min). Como se pode observar na figura 24b, o uso da
membrana de 8% (P=200kPa) fez com que o tempo para comecar a se detectar glicose no
compartimento receptor fosse maior quando comparado com a membrana de 8%
(P=140kPa), figura 24a. Isto ocorre devido a variacdo na porcentagem de poros de 70,70%
para 61,10% quando se mantem constante a concentra¢do e a vazao e com variacdo de
pressao de 140kPa para 200kPa, respectivamente. A estimativa da quantidade de poros é
um bom indicativo para a difusdo, porém ndo € determinante. Ela ndo indica se existe
interconectividade entre os poros que é o fator mais influente na difusdo da glicose pela
membrana [53].
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Figura 24-a) Gréfico da quantidade de glicose (mg/dL) em funcdo do tempo (hr), para a membrana de 8%
(m/v) e P= 140kPa; B=150uL/min; b) grafico da quantidade glicose (mg/dL) em fun¢&o do tempo
(hr), para a membrana de 8% (m/v) e P= 200kPa; B=150uL/min.
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A tabela 4 mostra a permeabilidade da glicose através das membranas. Nota-se que as

membranas de 8% possuem os menores coeficientes de difusdo. E de modo geral as

membranas de 12% possuem 0s maiores.

A excec¢do ocorre com a membrana de 10%

(P=140kPa e f=150puL/min) que apresenta a maior difusdo de glicose.

Tabela 4- Difusdo de glicose através das membranas de PHB (B=150uL/min), utilizando uma solug¢do de

glicose de 500mg/dL.

Membrana Porosidade Permeabilidade
(m?/s)
C=08%, P=140kPa 70,7% 1,14x10™"
C=08%, P=200kPa 61,1% 6,92x10?
C=10%, P=140kPa 71,6% 2,65x1071t
C=10%, P=200kPa 71,2% 1,79x10™
C=12%, P=140kPa 71,2% 2,36x101
C=12%, P=200kPa 72,8% 2,37x101

Fonte: Proprio autor.
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Figura 25- a) Gréfico da quantidade de glicose (mg/dL) em funcdo do tempo (hr), para a membrana de 10%
(m/v) e P= 140kPa; B=150uL/min b) grafico da quantidade glicose (mg/dL) em funcéo do tempo
(hr), para a membrana de 10% (m/v) e P= 200kPa; B=150uL/min.
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A figura 25a mostra que a difusdo da glicose ocorre mais rapidamente do que na

figura 25b. O coeficiente de difusdo da glicose através da membrana de 10% (P=140kPa e

B=150uL/min) €, aproximadamente, uma vez e meia maior que o coeficiente de difusdo

através da membrana de 10% (P=200kPa e P=150uL/min). Esta diferen¢a ndo esta

relacionada com a estimativa da porcentagem de poros ja que a porcentagem varia de
71,60% para 71,20% da membrana de 10% (P=140kPa e p=150uL/min) para a membrana

10% (P=200kPa e ; B=150uL/min), respectivamente. Entdo, esta diferenca na difusdo da

glicose deve estar relacionada com a interconectividade dos poros.
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Figura 26- a) Gréfico da quantidade de glicose (mg/dL) em funcdo do tempo (hr), para a membrana de 12%
(m/v) e P= 140kPa; b) grafico da quantidade glicose (mg/dL) em fungdo do tempo (hr), para a
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Fonte: Préprio autor.

A figura 26a mostra que o equilibrio é atingido mais rapidamente utilizando a
membrana de 12% (P=140kPa; f=150uL/min ) do que quando se utiliza a membrana de
12% (P=200kPa; B=150pL/min), representada pelo grafico da figura 26b que apresenta
uma difusdo mais linear. Como apresentado na tabela 4, as membranas de 12% (m/v)
apresentam, de maneira geral, os maiores coeficientes de difusdo da glicose. Este fato é
explicado pela presenca de fibras de maior didmetro e, consequentemente, a formagéo de
maior quantidade de poros. Estes resultados sdo promissores porque COmo essas
membranas podem ser usadas como barreira nas técnicas de RTG e ROG, quanto maior a

permeabilidade, maior € o suprimento de nutrientes para as células.

As figuras 27, 28 e 29 mostram o comportamento da permeabilidade em funcéo da
concentracdo de glicose para as membranas confeccionadas com vazdo B=150uL/min e
concentracdo de 8% (m/v), 10% (m/v) e 12% (m/v), respectivamente. Nota-se que para

todas as membranas a permeabilidade aumenta com o aumento da concentracgdo de glicose.
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Figura 27- Gréfico da permeabilidade da glicose em fun¢do da concentracdo de glicose para a membrana de
8% (m/v), vazdo f=150pL/min e pressdes P=140kPa e P=200kPa.
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Fonte: Prdprio autor.

Figura 28- Grafico da permeabilidade da glicose em funcdo da concentracéo de glicose para a membrana de
10% (m/v), vazdo p=150pL/min e pressdes P=140kPa e P=200kPa.
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Figura 29- Grafico da permeabilidade da glicose em fungdo da concentracdo de glicose para a membrana de
12% (m/v), vazdo B=150uL/min e pressdes P=140kPa e P=200kPa.
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5 Concluséao

Membranas fibrosas de PHB foram obtidas através da técnica de fiacdo por sopro de
solucdo (solution blow spinning) utilizando diferentes concentracbes de solucdo
PHB/cloroférmio, pressdo do ar de arraste e taxa de injecdo da solugdo demonstradas pelas
analises de MEV. O diametro médio dessas fibras variou entre 05 — 1,7um,
aproximadamente. Verificou-se que o didmetro das fibras aumenta com o aumento da
concentracdo de PHB na solugdo quando a taxa de injecdo da solucdo e a pressdo foram
mantidas constantes. Este é o parametro que mais influencia a morfologia das fibras. A
técnica de DSC mostrou que independentemente dos pardmetros adotados aparecem picos
multiplos de fusdo no segundo aquecimento resultado da fusdo de cristais com tamanhos
diferentes que sdo formados devido a diferenca de peso molecular ocasionada pela cisdo
randémica das cadeias poliméricas. Foi observado um deslocamento para menores valores
das temperaturas de fusdo do PHB em funcdo do aumento da concentracdo da solucéo.
Verificou-se também que houve um pequeno deslocamento dos picos referentes as
temperaturas de fusdo do PHB, no segundo aquecimento, para valores menores quando
comparados com os picos do primeiro aquecimento em razdo da degradacdo do PHB. O
grau de cristalinidade das membranas fibrosas teve um ligeiro aumento com a diminuigéo
da concentragdo, mas sem alterar sua estrutura cristalina. A porosidade mostrou ser
dependente dos parametros concentracdo, vazdo e pressdo, sendo a concentracdo a
responsavel pela maior variacdo. A porosidade, também, é um bom indicador para a difusdo
da glicose através da membrana, mas ndo é determinante, ja que nao se pode indicar se
existe interconectividade entre esses poros ou se uma manta densa € formada. Com o
aumento da concentragdo, para uma dada pressdo e vazdo, hd um aumento da porosidade
que esta relacionado ao aumento do didmetro das fibras aumentando a permeabilidade da
membrana. A maior permeabilidade observada é de 2,65x 10™** m?s na membrana de

concentracdo 10% (m/v), pressdo de 140kPa e vazédo de 150uL/min.
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Glossario

Tecido: conjunto de células que apresentam a mesma estrutura e desempenham uma mesma
funcéo.

Biocompatibilidade: a habilidade de um material executar uma tarefa, em uma aplicacéo
especifica, com uma resposta apropriada do hospedeiro.

Resposta do hospedeiro: reacdo de um sistema vivo a presenca de um material.
Biodegradagédo: degradagéo gradual de um material por uma atividade biologica especifica.
Epitélio: tecido formado por uma ou vérias camadas de células que recobrem o corpo e as
cavidades internas.

Enxerto: qualquer material que € retirado de seu local de origem e colocado no lugar onde
se pretende reparar.

Aparato de sustentacdo: conjunto de estruturas que tem a funcdo de sustentar o dente no
alvéolo dentario.

Cemento: substancia mineralizada que recobre a raiz do dente.

Hemoalise: destruigdo dos globulos vermelhos do sangue (hemacias).

Citotdxico: algo que apresenta toxicidade as células.

Osso autdgeno: 0sso retirado a partir de uma fonte do proprio organismo que ira recebé-lo.
Osso aldgeno: 0 0sso € retirado de individuos da mesma espécie do individuo receptor.
Osso xendgeno: o doador é de espécie diferente do individuo que recebera o 0sso.
Osteoblastos: células que fabricam e secretam matriz 0ssea.

Cementoblastos: células que fabricam e secretam cemento

Fibroblastos: células do tecido conjuntivo responsavel pela fabricacdo de substancia
intercelular e proteina colagena.

Reabsorc¢do: processo de remocdo de um material por atividade celular e/ou dissolugéo
num meio bioldgico.

Osteocondutor: material com a capacidade para guiar as células 6sseas existentes no tecido
a depositar matriz 6ssea naquele local.

Osteoindutor: material capaz de transformar células indiferenciadas em células 6Osseas

fazendo com que haja deposi¢cdo de matriz 6ssea.



Bactericida: substancia capaz de destruir células bacterianas.

Bioatividade: capacidade de um material induzir uma atividade bioldgica especifica.
Citocompatibilidade: habilidade de ser compativel com as células.

Hemostética: capacidade de interromper o fluxo sanguineo.

Antitumoral: capacidade de um material de ndo formar tumores.
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