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RESUMO

O dano a cartilagem hialina € um desafio para o tratamento regenerativo devido a sua
fraca capacidade de regeneragdo. O desenvolvimento de scaffolds porosos com
quitosana, poli(acido latico), PLA e um vidro bioativo, pode proporcionar um avanco
na regeneragdo, combinando a biodegradabilidade do PLA com as propriedades
bioativas da quitosana e do LZS para obter membranas com porosidade e tamanho
de poros adequados para manter as células mesenquimais no local da lesdo. Desta
forma este trabalho buscou desenvolver membranas de PLA, quitosana e vidro
bioativo do sistema LZS por eletrofiacdo para aplicacdo em regeneracéo de cartilagem
hialina. ApGs dissolver cada material separadamente, eles foram homogeneizados e
logo apos eletrofiado. Membranas contendo somente PLA puro foram produzidas a
fim de ajustar os parametros da eletrofiagdo. Posteriormente, quantidades diferentes
de quitosana com (0,9; 9, 17 e 23 % (v/v)) foram adicionadas ao PLA. Por fim, foi
adicionado 0,5 e 1 % (v/v) do vidro bioativo do sistema LZS. A influéncia das adi¢cdes
da quitosana e do LZS foram avaliadas por meio de caracteriza¢des quimicas, fisicas,
térmicas, morfologicas, de superficie, de bioatividade, degradabilidade e
citotoxicidade. Os resultados mostraram que ao adicionar a quitosana houve uma
reducdo do diametro das fibras de 5,74 para até 1,18 um, a porosidade aumentou
para valores de até 50% e o tamanho dos poros obteve uma distribuicdo mais
homogénea de 18,53; 28,41; 28,26 e 29,50 um. Tal tamanho é ideal para membranas
de regeneragdo de cartilagem. A absorcao de fluidos das membranas de PLA foi de
até 67 %, enquanto com a adi¢do de quitosana aumentou a absorcao para até 79%.
Apoés imersao das membranas em fluido corpéreo simulado (SBF) por até 28 dias foi
possivel perceber a formacéo de (PO43), grupo que confirma a bioatividade com a
formacdao de fosfatos de calcio como a hidroxiapatita. Foi possivel analisar a perda de
massa das membranas comprovando a sua degradabilidade, com massa resultante
de 5,86; 3,29; 075 e 1,25% para PLA puro, PLA/Q17, PLA/Q17LZS0,5 e
PLA/Q17/LZS1. Estas mesmas membranas ainda obtiveram resultados de viabilidade
celular acima de 75 %. Por fim, os resultados obtidos, mostraram a possibilidade de
desenvolver uma membrana composta por PLA, quitosana e LZS com potencial para
aplicacao em regeneracéo de cartilagem hialina.

Palavras-chave — Regeneracdo de cartilagem; membranas; PLA; Quitosana; vidro

bioativo LZS; electrospinning.



ABSTRACT

Damage to hyaline cartilage is a challenge for regenerative treatment due to its poor
ability to regenerate. The development of porous scaffolds with chitosan, poly (lactic
acid), PLA and a bioactive glass can provide an advance in regeneration, combining
the biodegradability of PLA with the bioactive properties of chitosan and LZS to obtain
membranes with porosity and pore size adequate to maintain mesenchymal cells at
the site of injury. Thus, this work sought to develop PLA, chitosan and bioactive glass
membranes from the LZS system by electrospinning for application in hyaline cartilage
regeneration. After dissolving each material separately, they were homogenized and
then electrospun. Membranes containing only pure PLA were produced to adjust the
electrospinning parameters. Subsequently, different amounts of chitosan (0.9, 9, 17
and 23% (v/v)) were added to PLA. Finally, 0.5 and 1% (v/v) of bioactive glass from
the LZS system were added. The influence of the additions of chitosan and LZS were
evaluated through chemical, physical, thermal, morphological, surface, bioactivity,
degradability and cytotoxicity characterizations. The results showed that when adding
chitosan there was a reduction in the diameter of the fibers from 5.74 to up to 1.18 pm,
the porosity increased to values of up to 50% and the pore size obtained a more
homogeneous distribution of 18.53; 28.41; 28.26 and 29.50 um. Such size is ideal for
cartilage regeneration membranes. The fluid absorption of the PLA membranes was
up to 67%, while the addition of chitosan increased the absorption to up to 79%. After
immersing the membranes in simulated body fluid (SBF) for up to 28 days, it was
possible to notice the formation of (PO43), a group that confirms the bioactivity with the
formation of calcium phosphates such as hydroxyapatite. It was possible to analyze
the mass loss of the membranes, proving their degradability, with a resulting mass of
5.86; 3.29; 075 and 1.25% for pure PLA, PLA/Q17, PLA/Q17LZS0.5 and
PLA/Q17/LZS1. These same membranes still achieved cell viability results above 75%.
Finally, the results obtained showed the possibility of developing a membrane
composed of PLA, chitosan and LZS with potential for application in hyaline cartilage

regeneration.

Keywords — Cartilage regeneration; membranes; PLA; Chitosan; bioactive glass LZS;

electrospinning.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Os trés componentes essenciais que constituem a triade da engenharia

Lo [0 [ - | U 22
Figura 2: Representacdo esquematica da cartilagem hialina. .......................... 23
Figura 3: Polimerizacdo do PLA por aberturade anel...............cccevvvvviiinenenn. 26
Figura 4: Estrutura quimica do Poli (4cido latico) - PLA. ........ccceiiiiiiiiie 27
Figura 5: Estrutura quimica da quitina € quItoSanNa. ...........cccuvveeieeeeeeeeniiiiiiee 29

Figura 6: Representacdo esquematica sobre as possibilidades de processamento da

quitosana em diferentes formas. ..............cceiiiii e 30
Figura 7: Esquema convencional de um aparelho de eletrofiagéo. .................. 39
Figura 8: Fluxograma do desenvolvimento do trabalho................cccccviiiiinnnnes 43
Figura 9: Figura esquematica de um sistema de electrospinning..................... 46

Figura 10: Formacéao do cone de Taylor em evidéncia e a formacao de um fio47
Figura 11: Angulos de contato dos liquidos com superficies solidas, para liquidos: (a)

perfeitamente molhante; (b) predominantemente molhante; (c) predominantemente

nao-molhante; (d) ndo-molhante (OGEDA, 2010). ........cvvviiiieiieeiereeieee e, 51
Figura 12: Espectro de FTIR obtidos do PLA pUrO...........cceeiviieeiiiiiiiicie e, 54
Figura 13: Analise térmica do PLA PUIO. ........vvviiiii i 56
Figura 14: Espectro de FTIR obtidos da quitosana pura. .............ccccceeeveeeeeennns 58
Figura 15: Andlise térmica da quitoSana PUra. ..........cccceeeeeeeiiiiiiieieeeeee e 60
Figura 16: Espectro de FTIR obtidos do vidro bioativo do sistema LZS........... 61
Figura 17: Analise térmica do vidro bioativo do sistema LZS. .......................... 62
Figura 18: Foto de uma tentativa de eletrofiagdo da quitosana pura................ 63

Figura 19: imagens de estereoscopio das membranas produzidas com PLA.. 64

Figura 20: Imagens de MEV das membranas de PLA de 10 e 15kV .............. 65
Figura 21: Imagens obtidas em estereoscépio das membranas de PLA/quitosana
......................................................................................................................... 66
Figura 22: Imagem de MEV das membranas contento PLA e quitosana.......... 67

Figura 23: Algumas das caracteristicas estruturais importantes encontradas em uma
junta de joelho tipica e as escalas de comprimento relevantes........................ 69
Figura 24: Imagens de MEV das duas membranas contento LZS, em destaque a

presenca das particulas de LZS nas membranas. .........ccccceeeveeeeeiiveiiiiinneeeeenn, 73



Figura 25: Em cor azul o silicio, confirmando a presenca do LZS nas membranas

......................................................................................................................... 74
Figura 26: Espectro de FTIR comparando as quatro membranas.................... 75
Figura 27: Andlise térmica das 4 membranas ..........ccccccoviiiiiiiiiiiiieee i 77

Figura 28: Espectros de FTIR para as 4 membranas com 0, 7, 14, 21 e 28 dias78
Figura 29: Micrografias obtidas por MEV com o antes e depois da exposicdo das 4
membranas com 28 dias €M SBF ..o 80
Figura 30: Micrografia das 4 membranas feita no MEV com EDS apdés a exposi¢éo de
28 dias em SBF, ao lado o grafico obtido por EDS identificando os elementos
[T T=T 1 (ST P 81
Figura 31: Imagens das membranas expostas em fluido corpéreo simulado (SBF) com
B S N ST T o [ ¥ 83
Figura 32: Acompanhamento do pH medido a cada dois dias durante uma semana de
exposicao das membranas ao SBF ..., 85
Figura 33: Viabilidade celular em culturas incubadas com as membranas. Cada poco
recebe um pedaco de membrana e as células do poco ficam em contato com ela por
48 h. Para cada material e periodo n = 4. Andlise estatistica utilizada ANOVA de 1
FALOr, P < 0,05, i 86



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Mddulo de elasticidade do tecido da cartilagem hialina e cartilagem articular
010}/ o T P 24

Tabela 2: Derivados a base de quitosana e suas importantes propriedades. .. 31

Tabela 3: Composicdo nominal (mol %) dos testes dos vidros bioativos. ........ 33
Tabela 4: Parametros do processo de eletrofiagao. ...........ccevvvvvviiiiiiiiiiiiennnnnn. 40
Tabela 5: Composi¢cdo quimica dos biovidros do sistema LZS. .........cccccee...... 42

Tabela 6: Quantidades de cada componente das solucGes para fabricacdo das
ALY 0] o] =T g =T 44
Tabela 7: Quantidades de cada componente das solu¢cbes para fabricacdo das
MEMDranas COM LZS ........cooiiiiiiiiie e e e e e 45
Tabela 8: Relacdo entre o nimero de onda (cm™) e o grupo funcional das bandas
encontradas NO PLA ... 55
Tabela 9: Relacdo entre o niumero de onda (cm™) e o grupo funcional das bandas
encontradas Na QUITOSANA ..........coeeeeieiee e 58
Tabela 10: grupos funcionais e o nimero de onda caracteristico do PLA puro.61
Tabela 11: apresenta os diametros das fibras, porosidade, espessura e absorcédo de
fluidos das membranas obtidas. ............ceevviiiiiiiiiiiiiiiiii 65
Tabela 12: resultados de diametro das fibras, porosidade, tamanho dos poros e
espessura das membranas contendo PLA e quitosana ..........ccooeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 68
Tabela 13: Resultados do teste de molhabilidade das membranas de PLA e PLA e
(0 [U 1T 1 Y= - PSSPt 71
Tabela 14: Resultados de diametro das fibras, porosidade, tamanho dos poros e
espessura das membranas contendo PLA/quitosana/LZS de 0,5 e 1% de LZS73

Tabela 15: Valores dos pesos das membranas antes e apds os 28 dias em (SBF)



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ATD - Andlise Termodiferencial

B-TCP - B-tricélcio fosfato

DCM - Diclorometano

DRX - Difracéo de raios X

DSC - Calorimetria de varredura diferencial

FTIR - Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
HCA - Hidroxicarbonatoapatita

HEPES - (4- (2-hidroxietil) - Acido 1-piperazino-etanossulfénico
MEYV - Microscopia eletronica de varredura

MTT - brometo de 3-(4,5-dimetil2--tiazolil)2-, 5-difenil2-H-tetrazélio
pH - Potencial hidrogenidnico

SBF - fluido corporal simulado

TCP - fosfato tricalcico

TG - Andlise termogravimeétrica

UV - Ultravioleta



SUMARIO

1 13T 0 U Yo U 15
2. OBIETIVOS ...ueeeineerireniieinnisesssessssessssssessssessessssssssessssessessssssssessssessessssssssessesessesssessssessesssssssessssessane 20
2.1 OBJIETIVO GERAL.....oeeeeevereteieteecesee ettt ssete et ettt ss st s es et st sssssststesesesssssssssastatasasesassssssnastesanas 20
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS......vviieeeeeetetetetsieessesae vt s sttt sssssssssasastssssss s s sssassesasessssssssnanes 20
3. REFERENCIAL TEORICO ....cueeueiireiinernniresnisesnssesssssessssesssssessssessssessessssssssessesessesssesssssssosessssssssssessene 21
3.1 ENGENHARIATECIDUAL ...ttt sttt ettt sttt sttt n s nesenas 21
3.1.1 Tecido CartilaginOS0 ......coovvuvuiiiiiie e e e eeaanes 23
3.2 BIOMATERIAIS PARA REGENERACAQ DE TECIDO CARTILAGINOSO .....oovvviiieiereeieeeeeieeeseeseseeeennas 24
3.2.1 Poli (ACIAO TACLICO) PLA ..ot 26
T @ LU 1| (o 17 o - USRS 29
3.2.3 VIidrOS BiOAtiVOS...cuuuiiiiiiiiiiieii et e e 32
3.2.3.1 ComposicOes de VIAros DIOAtiVOS.......ccccuiiieiiieiiiiee ettt et e e e e s ar e e e be e e eaaeaeenraeas 33
3.2.3.2 Vidro bioativo dO SISEEM@ LZS......cccueeeieiieeeiiieeiee ettt eeetre e e e e et bee e e e e s eeataseeeeeeeesssreseeeeeseesarens 35
3.2.4 SCAffOIUS ..ceeeiii e 36
3.3 ELETROFIAGAQ (ELECTROSPINNING).....c.cvovevereeeeeeieieieieessssssssssssssssassssssssssssssssassssssesssssssasassssesenas 38
4 MATERIAIS E IMETODOS .....coveueueueeeseseseseessesssssesesssesssssesssssssssssesesssesssesessssnsssssessssnssesssensssnsssssesenes 41
B MATERIAIS ....oovvveeeeeeeeete s eee e s st s st s st s s e st s e st e s s as s et s s eses s e st nastesnastessnaesananassessssesnansaes 41
4.1.1 Polimero sintético: Poli (acido Latico) PLA.......cccoeeiiieeiiiiin, 41
4.1.2 Polimero natural: QUItOSANa........cccevuiiiiiiiiiieeeeeiie e 41
4.1.2 Vidro bioativo do sistema LZS.........ccooooviiiiiiiiiieeeee e 42
A.2 METODOS .....evuevevevereeeeeeeeetete e e sesessses e tesesesss s sst et esesesesss s ssasassesesessssssaseetesesesnssasasaesesesesssssesanansesas 42
4.2.1 Preparo das solugdes para eletrofiaGao ..........cccuuvvveeieniiiininnninnns 43
4.2.1.1 Preparo das SOIUGOES 08 PLA .........ooiiiiiieeieeetee et e sttt eeeete et este e st e eteeseaeeteesnseenseesnseenseesnseesseesnseenn
4.2.1.2 Preparo das SOIUGOES 0€ QUITOSANA ....ecveerurrrruieeieerieeeieesteesteesaeesseesseesseeeseessseensessnsessssesnseesseessseens
4.2.1.3 Preparo das soluges de PLA € QUItOSANA......c.uievuierieriiieniierieenieesieeeieesiee st esireenseesteesanesneesneeeneens

4.2.1.4 Preparo das solugdes de PLA e quitosana com adigdo de vidro bioativo
4.2.2 Influéncia das variaveis do processo de eletrofiacdo na obtencéo de

MEMDBIANAS ... ..o e 45
4.2.2.1 Eletrofiagdo de QUItOSANA PUI..cc..ieeeeerieerieeiieeeeeseeeeeeseeesseeseeesseeeseesseeesseessseessesssesssseenseessensnsees 46
4.2.1. 1 Eletrofiagao de PLA ... ..ottt ettt ettt e et e e et e e st e e e s bt e e e s ba e e e abeeeebaeeeentbeeeebteeenraeeannne 46
4.2.1.2 Eletrofiagao de PLA € qUITOSANA ...icccuiiiiiiiieeiiieeceiee et e ettt e s sivee e s stteeesitaeessbeeessstaeesssseeesseeesnssnesnnnns 48
4.2.1.3 Eletrofiacdo de PLA, qUITOSANA € LZS ........uiiiiiiiiiiee ettt ite e et e e e e ssaae e e sta e e e sbaeesstaaesnnne 48

4.2.3 Caracterizagc8o das membranas .........ccoovveeeeiieeeiiiiiiin e 48
4.2.3.1 Caracterizagdo morfoldgica: Microscopia Optica e microscopia eletrnica de varredura (MEV); analise
(o [0 13 a1 Tor: e Yo o U1 PSSR 48
4.2.3.2 Caracterizag0es fisicas: Porosidade das membranas........ccccceevveerieeceesieesee e 49
720 TR T o Yo T o= To o [T 0 o o 13 SRR 50
4.2.3.3 Analise dos grupos funcionais presentes: Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourrier
(FTIR) vt eees e e eee e eeeeeseeeeeeseseeseeseeseaseaseaeeeseseesse s e s e see s e s esaeseeseeeaesaseeeeeseaneeneesesasenessessssee s enseeraesaeee 50
4.2.3.4 Analise da molhabilidade por angulo de CONTAtO .....cccuviieiiiiiiiieeciee e 51
e R Y g = 11Ty T =T o Y[ L 51

4.2.3.6 Bioatividade e Biodegradabilidade ............cveeueeeceerieeiiece ettt 52



4.2.4.9 CitOTOXICIOAUR ...eiiiiiiieiiiie ettt ettt et e e et e e e e te e e e s te e e eabeeesbaeeeaabaeeseabaeeaseseeassseeesaseeesnsteaennnes 53

5. RESULTADOS E DISCUSSAO .......cucuirnimsincinssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssss 54
5.1 CARACTERIZAGAO DOS MATERIAIS DE PARTIDA ......cvuuriiiiiiciminisnsiissse s ssssssissssesssssssssons 54
DLl PLA 54

5.1.1.2 Andlise térmica diferencial (ATD) e termogravimétrica (TG)

5.1.2 QUITOSANA .uuvciiiiii ettt e e e e e

5.1.2.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) por reflexdo total atenuada (ATR)

....................................................................................................................................................................... 57
5.1.2.2 Andlise térmica diferencial (ATD) e termogravimeétrica (TG) ......cccvvveeriuiieiiiieeecieee e e e e 59
D L B LS e 60

5.1.3.2 Analise térmica diferencial (ATD) e termogravimétrica (TG)

5.2 SELEGAO DOS PARAMETROS DE ELETROFIAGAO .......ouvvvenririeoiessisssesssissssss s ssssss s
5.2.1 Eletrofiacao de qUIt0SANa PUIEL.......uuuuurrurriiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieienneees
5.2.2 Eletrofiacdo de PLA ... 64

5.3 INFLUENCIA DA QUITOSANA NAS MEMBRANAS DE PLA .......oouvvrmrirnniisnrsissssnsssssssessssssssssssessssnses 66
5.3.1 Caracteristicas fisicas € morfol0giCas.........cccooeuvvviiveeeiiiiiiiiinnee. 66
5.3.2 Molhabilidade .........ooiiiiiiiieeece e 70

5.4 INFLUENCIA DA QUITOSANA E DO LZS NAS MEMBRANAS DE PLA........oovvrmrverrississssssessssssssssnnns 72
5.4.1 Analise das caracteristicas fisicas e morfoldgicas ..................... 72
5.3.2 Analise dos grupos funcionais presentes nas membranas........ 74
5.3.3 Comportamento térmico das membranas .............ccccccvvvrnennnnnnnnns 75

5.5 BIOATIVIDADE, BIODEGRADABILIDADE E CITOTOXICIDADE DAS MEMBRANAS DE PLA + QUITOSANA + LZS

77
LR T8 A = T o F= 4 AV T K= To L= PR 77
5.5.2 Biodegradabilidade................uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 82
SIRC I A O3] (o] o D q o] o F= o [ 85

6 CONCLUSAO......oeeeeeeerterteisesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssessssssstssstssssssstssssssstssstssssssssssssasssssstesssesssssnsens 87



15

1. INTRODUCAO

A busca da ciéncia por qualidade de vida e longevidade tem gerado cada vez
mais a necessidade de se buscar alternativas para o reparo, regeneracao e/ou
substituicdo de tecidos vivos que sofreram traumas ou patogenias. Neste cenario, a
possibilidade de introducdo de materiais sintéticos no corpo - biomateriais - aparece
como uma opg¢ao promissora ha alguns anos. O corpo humano é formado por quatro
tipos de tecidos: epitelial, conjuntivo (adiposo, cartilaginoso, 6sseo e sanguineo),
muscular (liso, esquelético e cardiaco) e tecido nervoso. Cada tecido é composto por
dois elementos essenciais: matriz e células (ZHANG et al., 2013).

O tecido conjuntivo do tipo cartilaginoso, por sua vez, é dividido em trés tipos
de cartilagens: hialina, fibrosa e elastica. A cartilagem hialina requer uma atencéo
maior, pois é ela que recobre ossos longos do corpo, onde estardo localizadas as
lesBes adquiridas ao longo da vida (MONTANARI, 2016).

A cartilagem é formada por células denominadas condroblastos, células
jovens, que sao células originadas das células mesenquimais produzidas dentro da
medula 6ssea (células tronco), e os condrécitos que sédo as células jA maduras que
estdo envolvidas por uma matriz extracelular; além disso, esse tecido complexo possui
agua e uma rede de proteinas (proteoglicano e colageno tipo Il) (PORTAL; ROSA;
SIMONI, 2019). O osso localizado logo abaixo da cartilagem é chamado de osso
subcondral e é constituido de agua, hidroxiapatita (HA) e feixes de fibras de (colageno
tipo 1) (NOOEAID et al., 2012).

Atualmente, o dano a cartilagem hialina € um grande problema de saude que
afeta pessoas de todas as idades, cerca de 528 milhdes de pessoas em todo o mundo
sdo afetadas pela osteoartrite (CRUZ; ESPANHA; MARCONCIN, 2023). Com o
passar dos anos, sdao acumuladas diversas lesbes na cartilagem (em tornozelos,
joelhos e quadril), que com o tempo, transformam-se em lesdes sérias e graves.
Devido a fraca capacidade de regeneracéao e pelo fato de a cartilagem ser avascular,
ou seja, ela ndo recebe sangue, o tratamento regenerativo da cartilagem continua
sendo um grande desafio clinico.

Tratamentos convencionais por microfraturas podem ser realizados nas
lesbes da cartilagem hialina utilizando artroscopia. Nesta técnica cirdrgica, 0 0SSO
subcondral sofre varias perfuracbes para que, através delas, as células tronco

mesenquimais possam fluir e se diferenciar em condroblastos, passando a
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condrocitos e por fim gerar uma nova cartilagem (DE GIROLAMO et al., 2018). Este
tipo de tratamento foi considerado como padréao-ouro pela medicina, porém ainda é
insuficiente para adequada recuperacao articular, ndo obtendo-se tao eficientemente
regeneracao da cartilagem (PORTAL; ROSA; SIMONI, 2019). Isso porque quando
estes materiais derivam de dentro da medula para preencher o espaco vazio gerado
por uma lesdo, boa parte deste material se perde na propria fluidez do corpo, uma vez
que ndo h& contensdo destas células em cima da regido lesionada, impossibilitando
uma regeneragao completa.

Neste sentido, o desenvolvimento de uma estrutura tridimensional porosa que
sirva como arcabouco (scaffolds) capaz de induzir e manter as células mesenquimais
provenientes da medula 6ssea no local da lesdo é essencial. Para isso, o scaffold
deve ter a capacidade de replicar a arquitetura natural e as propriedades fisiolégicas
da cartilagem articular e tecidos 6sseos subcondrais (PARK et al., 2009). Os scaffolds
existentes no mercado e em estudos cientificos sdo comumente produzidos a partir
de materiais metéalicos (JIANG; NING, 2020), vidros bioativos (VUKAJLOVIC et al.,
2019) e ceramica (BUNPETCH et al.,, 2019). Quando estes scaffolds tém uma
espessura reduzida, pode ser também chamado de membrana.

As membranas compdsitos de polimero e ceramica ou vidros bioativos podem
estimular a adeséo e proliferacdo de condrdcitos e células-tronco mesenquimais da
medula 6ssea e facilitam de uma forma significativa o preenchimento dos defeitos na
cartilagem hialina (REN et al., 2019).

Existem diversos métodos para a producdo de membranas, porém um meétodo
gue é bastante utilizado é a eletrofiacdo (do inglés electrospinning). O sistema de
eletrofiacdo consiste em trés componentes principais, formados por uma fonte de alta
tensdo, uma seringa com tubo capilar (onde contém o material que sera eletrofiado) e
um coletor aterrado geralmente por uma placa metélica. A fonte de alta tensao oferece
carga de polaridade na solucéo dentro da seringa, que entéo é projetada para o coletor
de polaridade oposta (SILL; VON RECUM, 2008). O material dentro da seringa é
geralmente um polimero que ja foi dissolvido completamente em certos solventes. A
solucdo polimérica é introduzida para dentro da seringa e submetida a um campo
elétrico, onde uma carga elétrica € induzida sobre sua superficie. A partir do campo
elétrico, que supera a tensao superficial, um jato de solucdo € ejetado ao coletor

aterrado. Enquanto o material percorre o espaco entre a ponta do capilar e o coletor,
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0 solvente é evaporado, sendo coletado apenas o polimero no final do processo
(BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

Os vidros bioativos, por sua vez, poderiam ser materiais usados para a
producdo de membranas para regeneracao de cartilagem, pois sdo materiais que nao
sao apenas inertes e capazes de serem mantidos dentro do corpo humano sem serem
toxicos ou degradados, mas que também podem desempenhar um papel ativo nos
processos de cicatrizacdo dos tecidos. O desenvolvimento desta classe de
biomateriais comecou na década de 1970, quando Hench e seu grupo desenvolveram
uma série de vidros bioativos Na20-CaO-P20s-SiO2 (Bioglass® 45S5) com alta
bioatividade (LARRY; HENCH, 2006). Esses vidros bioativos destacaram-se
rapidamente pela capacidade de formar uma camada de hidroxiapatita carbonatada
em sua superficie, fase quimica responsavel por formar uma forte ligacdo com o tecido
mole (por exemplo: cartilagens) e duro (por exemplo: osso) (DE AZA et al., 2007,
JONES, 2015). Isso ocorre apos a implantacdo do material pela liberacdo de ions
quando em contato com o meio (HENCH, 2015). Além da formacdo da camada de
apatita, essa liberacdo de ions favorece a migracdo, adesdo, proliferacdo e
diferenciacdo das células responsaveis pela deposicéo tecidual (HENCH; KOKUBO,
1998). Assim, o vidro do sistema LZS (19,58Li20+11,10ZrO2+69,32Si02) pode ser
promissor para essas aplicacdes. O LZS é uma nova classe de materiais bioativos
que esté recentemente sendo estudada. A obtencgéo de scaffolds rigidos (POSSOLLI
et al., 2022b), o controle da dissolucao, a bioatividade, a citotoxicidade com células-
tronco (POSSOLLI et al.,, 2022a) e sua resposta biolégica em contato com
osteoblastos humanos (SOUZA et al.,, 2018) ja tém demonstrado significativa
relevancia para aplicacdo em campos que requerem bioatividade para regeneracao
de tecidos.

Contudo, um vidro é rigido e ndo possui semelhanca mecéanica com
cartilagem. Para que se assemelhe a cartilagem, polimeros naturais ou sintéticos
podem ser utilizados. Os polimeros possuem cinética de degradacao controlada e
propriedades mecanicas reguladas de acordo com a composi¢cdo. Os polimeros
biodegradaveis podem ser classificados quanto a sua origem, em polimeros naturais
ou sintéticos, e dependendo de sua estrutura quimica e fonte, podem ser classificados
em polissacarideos, proteinas e polimeros bacterianos. Um exemplo de polimero
sintético biodegradavel é o PLA(acido polilatico), que € produzido por fermentacéo

microbiana de fontes ricas em carbono, amido de milho, cana-de-acucar e mandioca
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(SARASAM; KRISHNASWAMY; MADIHALLY, 2006; PIRES et al., 2023). E
considerado um polimeros promissor em aplicacdes médicas, como suturas, placas
0sseas, suportes para regeneracdo de tecidos, em medicina regenerativa e outros
campos da industria, devido as suas propriedades mecanicas, biocompatibilidade e
biodegradabilidade, além de ser facilmente processado em diferentes formas e
tamanhos (LIU et al., 2006).

Os polimeros naturais provenientes da gelatina, quitosana, acido hialurénico,
coladgeno, alginato, glicosaminoglicano, amido e polimeros bacterianos, por sua vez,
SA0 Menos propensos a causar uma reacao imunoldgica no corpo. Isso significa que
eles sd0 mais seguros e menos propensos a causar efeitos colaterais indesejados.
Localmente podem facilitar a proliferacéo e diferenciacao celular (NOOEAID et al.,
2012).

A quitosana, por sua vez, € um polissacarideo obtido a partir da desacetilacdo
parcial da quitina, que esta presente nas carapacas de crustaceos, insetos e
moluscos. Devido a conter micronutrientes como hidroxiapatita e outras semelhancas
com a matriz extracelular dos tecidos cartilaginosos, a quitosana se assemelha a
cartilagem nativa (PUPPI et al., 2010). A desvantagem dos polimeros naturais, como
a quitosana, € apresentar baixo peso molecular (104-106 g/mol); isto gera uma
dificuldade na elaboracédo de particulas, fios, fibras e filmes. A solucdo poderia ser
aumentar a concentragcdo das solugcdes de quitosana, porém, as solucdes
concentradas de quitosana costumam ter uma alta viscosidade, o que pode afetar
negativamente o processo de eletrofiacdo. Além disso, a quitosana tem uma
solubilidade limitada em solventes organicos com alta volatilidade. Isso pode dificultar
a obtencdo de uma solucdo polimérica adequada para a eletrofiacdo, ja que é
necessario um polimero dissolvido em um solvente que evapore no caminho para o
coletor para realizar o processo (MALLICK et al., 2018).

Para solucionar esses problemas, a composi¢cdo de 2 ou mais grupos de
polimeros pode modular propriedades importantes para obtencédo de um biomaterial.
Tanto a quitosana quanto o PLA s&do biodegradaveis, o que significa que em
aplicacoes de engenharia tecidual se degradam naturalmente por processos
biolégicos. A incorporacdo de quitosana no PLA pode ainda melhorar a eletrofiagéo
do compasito, permitindo a obtencao de fibras ou membranas com estruturas porosas,
tamanhos controlados de fibras e de poros, melhorando a adesdo e proliferacao
celular (AUGUSTINE et al., 2020).
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No entanto, € importante considerar as proporcdes de cada material, as
condicOes de eletrofiacdo e as caracteristicas especificas desejadas para a aplicacéao
final, para obter um compdsito com as propriedades mais adequadas para a finalidade
pretendida.

Neste contexto, este trabalho avaliou a obtencdo de membranas eletrofiadas
compostas por PLA, quitosana e vidro bioativo do sistema LZS com propriedades
semelhantes a cartilagem hialina, boa molhabilidade, porosidade e tamanho de poros
adequados para que haja penetracdo dos fluidos corpdreos e bioatividade. O LZS ja
teve sua bioatividade e ndo citotoxicidade avaliadas em trabalho do grupo de pesquisa
CERTEC (POSSOLLI et al., 2022a). Aléem disso, ions bioativos como litio, zinco,
estréncio, manganés e silicio, por exemplo, sdo fatores essenciais na regeneragao de
tecidos (DENG et al., 2017). Além da formacao da camada de hidroxiapatita advinda
da bioatividade, essencial para regeneracdo, essa liberacdo de ions favorece a
migracdo, adesao, proliferacdo e diferenciacdo das células responsaveis pela
deposicao do tecido (THOMPSON; HCNCH, 1998).

Apesar de existir na literatura estudos para a producdo de membranas que
envolvem um polimero unido a uma ceramica, ndo foram encontrados estudos
construindo uma membrana a partir de PLA, quitosana e vidro bioativo do sistema
LZS. Esta composicdo também ndo foi considerada anteriormente para uso em

regeneracao de cartilagem.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver membranas de PLA, quitosana e vidro bioativo do sistema LZS
por eletrofiacdo com propriedades adequadas para aplicacdo em regeneracao de

cartilagem hialina.

2.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Sao objetivos especificos deste trabalho:

e Avaliar a influéncia das variaveis do processo de eletrofiacdo para
obtencdo de membranas de PLA;

e Avaliar a influéncia da quitosana e LZS na morfologia das fibras,
porosidade e molhabilidade das membranas;

e Avaliar os efeitos da adicdo de quitosana e LZS na bioatividade,

biodegradabilidade e citotoxicidade das membranas produzidas.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 ENGENHARIA TECIDUAL

A engenharia tecidual é uma ciéncia multidisciplinar. Seu conceito surgiu no
final da década de 80 e consiste em aplicar os principios e métodos de engenharia e
ciéncias da vida para obter substitutos biol6gicos para restaurar, regenerar, manter ou
melhorar a funcdo de tecidos e ajudar a restaurar estrutura-fungéo em tecidos normais
e patologicos de mamiferos. Quando a estrutura biolégica de um tecido ndo pode ser
naturalmente reparada, uma alternativa viavel € utilizar um implante feito de um
biomaterial.
A terapia celular da engenharia tecidual é considerada uma triade (MURPHY
et al., 2013), que pode ser dividida em:
1. Um scaffold que fornece estrutura e substrato para crescimento e
desenvolvimento de tecido;
2. Uma fonte de células para facilitar a formacao de tecido necessaria: esta
pode ser oriunda da medula 6ssea ou utilizar células cultivadas in vitro ou
in vivo;
3. Fatores de crescimento ou estimulos biofisicos para direcionar o

crescimento e diferenciacéo de células dentro do scaffold.

Com a combinacéo destes trés fatores com uma fonte vascular, as interacoes
entre as moléculas da matriz extracelular e as células-tronco irdo criar uma base capaz
de fornecer componentes reais desenvolvidos a partir dessa triade, com capacidade
de regeneracéo de tecidos lesados (JAKAB et al., 2019).

A Figura 1 mostra de uma forma esquemaética e sequencial a distribuicdo da
triade da engenharia tecidual. Como ja descrito, ela é composta por células, matriz
celular e sinais reguladores que sdo estimulos para diferenciacéo e crescimento dos
compostos presentes dentro dos scaffolds. Na engenharia tecidual, para promover a
regeneracao ou reparo dos tecidos, podem ser usados recursos como a implantagao
de células, tecidos ou fatores de auto crescimento em um suporte biolégico ou
sintético (scaffolds), capazes de produzir uma construcao tridimensional, que tem por
objetivo se assemelhar ao tecido danificado (PORTAL; ROSA; SIMONI, 2019). As
células utilizadas podem ser do proprio paciente (ZHANG et al., 2008).
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Figura 1: Os trés componentes essenciais que constituem a triade da engenharia

tecidual.
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Fonte: Autor, 2023

Essas possibilidades levaram a muitos avancos. Atualmente é possivel a
obtencdo de materiais que se assemelham aos tecidos originais em aparéncia e
funcdo (NORMAN; DESAI, 2006). Vale salientar que os tecidos geralmente
apresentam duas partes principais: as células e a matriz. As células fornecem a
funcionalidade biolégica e a matriz fornece uma estrutura tridimensional para que seja
possivel o crescimento celular (NORMAN; DESAI, 2006; MARINS, 2019).

Os scaffolds devem suportar a reproducéo, o crescimento e proliferacdo de
células, ter uma razéo entre elevada area superficial e baixo volume, apresentar alta
porosidade e morfologia semelhantes a matriz original e se degradar no corpo a uma
taxa consistente com o crescimento do novo tecido (PRABHAKARAN; VENUGOPAL,;
RAMAKRISHNA, 2009).

No caso do tecido cartilaginoso, a engenharia tecidual vem sendo
desenvolvida e tem se demonstrado como um método eficaz para superar as
limitagbes dos tratamentos convencionais. Scaffolds, matrizes extracelulares e
hidrogéis tém sido usados para controlar as fungdes celulares e guiar a regeneracéo
de novos tecidos (EVIANA PUTRI et al., 2020).
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3.1.1 Tecido Cartilaginoso

7z

O tecido cartilaginoso € classificado como tecido conjuntivo especial, que
possui uma caracteristica rigida. Ele desempenha a funcdo de suporte
dos tecidos moles, revestindo as superficies articulares com a funcdo de absorver
choques e facilitar os deslizamentos, ele também tem um papel fundamental na
formacao e o crescimento dos 0ssos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Existem trés tipos de cartilagem presente no corpo humano: hialina, elastica
e fibrosa, esta ultima também pode ser chamada de fibrocartilagem. A cartilagem
hialina articular (representacdo esquematicamente na Figura 2) recobre os 0ssos
longos do corpo. Ela € uma forma avascular de tecido conjuntivo, ou seja, ela ndo
recebe sangue diretamente. Por esse motivo ha uma dificuldade enorme de

regeneracao da cartilagem hialina.

Figura 2: Representacdo esquematica da cartilagem hialina.

ipo < ¥
Acido 4“ o™

Hialurénico

Agrecano
CARTILAGEM ARTICULAR H,0.

Cartilagem Hialina

ndroblast ricondri
— S
L
L -
.
L ]
o
. .
.
condrocitos »»
-
)
L}
.
b ™
matriz extracelular
b © -d
’
° o -s o
N -

Fonte: (KARPSTEIN, 2022), adaptado pelo autor.

Ela é composta de células denominadas condrdcitos e de matriz extracelular
de aparéncia homogénea e altamente especializada. Os condrécitos sdo células
maduras oriundas dos condroblastos, que sdo células originais das células
mesenquimais presentes na medula 6ssea. Os condrécitos também séo responsaveis

pela manutencdo da matriz e regulam o metabolismo da cartilagem. A matriz
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extracelular da cartilagem é solida e levemente maleavel (SALATI et al., 2020). Em
termos estruturais, a cartilagem hialina articular € rica em matriz extracelular, na qual
se encontram distribuidos condrdcitos isolados ou em grupos clonais organizados em
pequenas colbnias celulares. Os condrécitos sdo responsaveis pela secrecdo dos
componentes da matriz cartilaginosa, como colageno, glicoproteinas e proteoglicanos.
A nutricdo do tecido cartilaginoso ocorre via capilares contidos no pericéndrio, um
tecido conjuntivo que envolve a cartilagem e que tem células tronco mesenquimais
adultas chamadas condroblastos (CRUZ et al., 2017).

Assim, é natural que em algum momento da vida, as pessoas se deparem
com lesdes condrais. Isso acontece devido a dificuldade de regeneracdo da
cartilagem. Com o passar dos anos, as cirurgias de reparacao desses defeitos tiveram
evolucdes, visando a reconstrucdo de uma cartilagem mais semelhante possivel da
cartilagem nativa. Portanto, estruturas de cartilagem ideais para engenharia tecidual
devem possuir a mesma estrutura da cartilagem nativa, bem como a mesma funcéo
fornecida pelo microambiente para a regeneracdo da cartilagem (LI et al., 2019).
Como a cartilagem por si s6 ndo produz novas células, cirurgias que ocasionam
microfraturas nos 0ssos subcondrais sdo realizadas. A partir destas pequenas
perfuracdes, as células mesenquimais chegam até a matriz (membrana), onde
existem alguns materiais estimulantes e capazes de fazer a diferenciacéo e incentivar
o crescimento deste novo tecido cartilaginoso (MURPHY et al., 2013).

A Tabela 1 mostra o modulo de elasticidade do tecido da cartilagem hialina

humano femoral.

Tabela 1: Modulo de elasticidade do tecido da cartilagem hialina e cartilagem articular

bovina.
Material do tecido E: [GPa]
Cartilagem hialina femoral humana 0,5
Cartilagem articular bovina 0,9

Fonte: JANCAR et al. (2007), adaptado pelo Autor.

3.2 BIOMATERIAIS PARA REGENERACAO DE TECIDO CARTILAGINOSO

Biomateriais tém sido definidos de diversas maneiras ao longo do tempo. Um

biomaterial € uma substancia ou uma combinacdo de substancias unidas para
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promover interacdes com sistemas biologicos, visando tratar, aumentar ou até mesmo
substituir quaisquer tecidos, orgaos ou funcbes do corpo (PARIDA; BEHERA;
CHANDRA MISHRA, 2012).

Os biomateriais ainda devem satisfazer alguns requisitos, destacando-se:
serem biocompativeis, terem propriedades mecéanicas adequadas e com formatos
pretendidos, além de permitir o crescimento e a proliferacdo celular (GOMEZ et al.,
2016). Eles também podem ser classificados como: (I) bioinertes, quando este

biomaterial tem pouca interacdo junto aos tecidos circundantes; (ll) bioreabsorviveis,

guando este biomaterial € absorvido ou dissolvido ao entrar em contato com o tecido;
(1) bioativos, quando ao ser implantado provoca uma reacao bioldgica especifica na
interface do biomaterial, resultando na formacéo de uma ligacao entre o material e 0

tecido; e (IV) biotoleraveis, que provocam uma reacao inflamatoria local, que é aceita

pelo organismo que o isola, com uma camada de tecido conjuntivo em uma espécie
de cépsula (ZHAO et al., 2011; TEIXEIRA; COSTA, 2013).

Todas as classes de materiais podem ser utilizadas como biomateriais
(metais, ceramicas, polimeros ou a combinacéo deles formando compdésitos), desde
gue atendam os pré-requisitos citados (WILLIAMS, 2009).

Os metais, devido as suas propriedades mecanicas, normalmente s&o
utilizados na substituicdo de tecidos duros, tais como: articulacbes de quadril, raizes
de dentes e placas 0sseas. Eles séo utilizados geralmente na forma de ligas metalicas,
como o aco inoxidavel, ligas de cobalto e de titanio. A desvantagem € na existéncia
de efeitos toxicos dos elementos como niquel,
cromo e cobalto (OKAZAKI; GOTOH, 2005).

As ceramicas sao caracterizadas pela dureza, resisténcia a corrosao,
desgaste e rigidez. As ceramicas podem ser inertes, quando néo sao absorvidas pelo
corpo (alumina e zircbnia), bioativas ou com a superficie reativa (vidros,
vitroceramicas, hidroxiapatita, biocimentos), bioabsorviveis e biodegradaveis
(aluminatos e fosfatos de calcio). Normalmente, o uso das bioceramicas é direcionado
quando se faz necessario uma elevada resisténcia mecéanica a compressao
(SIQUEIRA; ZANOTTO, 2011; PARIDA; BEHERA; CHANDRA MISHRA, 2012).

Os polimeros, por sua vez, podem ser naturais ou sintéticos. Eles formam a
classe com maior diversidade de biomateriais. Eles também apresentam uma maior

diversidade e processabilidade quando comparados aos metais e as ceramicas, o que
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permite uma maior potencialidade e propriedades, conferindo mais possibilidades aos
materiais para diversas aplicacdes (KOHANE; LANGER, 2008).

Para ampliar as possibilidades de utilizagao dos biomateriais, pode-se unir as
classes combinando caracteristicas de biocompatibilidade, bioatividade, propriedades
mecanicas, entre outras. Esta unido, chamada de compdsitos, gera um aumento de
biomaterias Uteis para a engenharia tecidual. Um exemplo seria a incorporacéo de
ceramicas junto a matrizes poliméricas, gerando compoésitos com propriedades
melhores do que as dos materiais sozinhos (OREFICE; HENCH; BRENNAN, 2000).

Ainda, os biomateriais podem ser em escala nanométrica. Estes materiais
nanoestruturados constituem uma alternativa aos macroestruturados ou
microestruturados, pois podem possuir propriedades superiores, ja que dimensdes
reduzidas a escala nanométrica promovem uma maior interacdo entre 0s

componentes devido as altas areas superficiais (OMANOVI et al., 2019).
3.2.1 Poli (acido lactico) PLA

O poli (4cido latico) — PLA € um material de grande interesse na area cientifica,
por ser um polimero biodegradavel e bioabsorvivel, e pela sua grande utilizacdo na
area biomédica.

O PLA pode também ser sintetizado por polimerizacdo por abertura de anel
(ROP), conforme mostra a Figura 3, um método importante e eficaz para fabricar PLA
de alto peso molecular. Porém, esta rea¢ao requer uma pureza maior do monémero
do lactideo, obtido por dimerizacdo do monémero de acido latico. A partir de um
catalisador, o PLA é obtido com o mondmero sob vacuo ou uma atmosfera inerte. Ao
controlar o tempo de residéncia e as temperaturas em combinacdo com o tipo de
catalisador e concentragdo, € possivel controlar a proporcéo e a sequéncia de D- e L-

acido lactico (LA), unidades no polimero final.

Figura 3: Polimerizacdo do PLA por abertura de anel.
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Fonte: (XIAO et al., 2006)
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O PLA é um poliéster alifatico linear e com temperatura de transicao vitrea
entre 50 e 80 °C e temperatura de fusdo entre 130 e 180 °C. Pode ser produzido a
partir de fontes renovaveis como: milho, trigo, beterraba e cana de acucar. O
mondmero do PLA é o &cido latico, que é produzido a partir de diversas fontes naturais
(etileno, etanol, acetaldeido ou acetileno), sendo a principal fonte a fermentacédo de
carboidratos. O &cido latico é uma molécula organica que apresenta dois grupos
funcionais: &lcool e acido carboxilico (MORAIS et al., 2017).

A Figura 4 apresenta a estrutura quimica do Poli (acido latico) - PLA. Devido
a sua Otima processabilidade térmica, o PLA pode ser processado por fundicéo,
extrusdo, sopro e fiacdo de fibras o que faz aumentar as suas vantagens em
comparacao com outros biomateriais poliméricos tais como poli(etileno glicol) (PEG),
poli(hidroxialcanoatos) (PHAS), e poli(caprolactona) (PCL) (RHIM et al., 2006). As
propriedades mecanicas sao comparaveis com as dos polimeros provenientes de
fontes fosseis, especialmente, elevado mdédulo de elasticidade, rigidez, transparéncia,
e comportamento termoplastico, permitem que ele seja um forte candidato a substituir

polimeros usados hoje na industria de fabricacdo de embalagens e fios téxtil.

Figura 4: Estrutura quimica do Poli (acido latico) - PLA.
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Fonte: SOUZA; MELO; ARAUJO (2012)

Porém, seu alto custo ainda limita a sua utilizacdo para aplicagbes mais
nobres (BURCZAK; GAMIAN; KOCHMAN, 1996).

Para a obtencdo do PLA, dois métodos sintéticos sdo utilizados:
Policondensacéo direta (incluindo policondensacao de solugéo e policondensacéo de
fusdo) e polimerizacdo de abertura de anel (RP).

Na policondensacdo em solucdo é adicionado um solvente organico capaz de
dissolver o PLA. Tal solvente néo interfere na reacdo e a mistura € submetida a um
refluxo com remocédo da agua gerada no processo de policondensacao; este método
€ bastante viavel para alcancar um alto peso molecular (OHTA; OBUCHI; YOSHIDA,
1995).
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Ao contrario da policondensacédo em solucéo, a policondensacao por fusdo de
mondmeros pode acontecer sem a necessidade de qualquer solvente organico, mas
para gque isso ocorra a temperatura da reacdo deve estar e permanecer acima da
temperatura de fuséo do polimero (GAO et al., 2002; PEREIRA; MORALES, 2014).

O PLA é bastante utilizado na area biomédica por ser um produto néo téxico e
nem cancerigeno para o corpo humano, e por atender as propriedades mecanicas
necessérias para aplicacdo. As aplicagbes clinicas atuais envolvem suturas
reabsorviveis, parafusos ortopédicos, hastes/pinos e placas (AVEROUS, 2004; ZHU;
JI; SHEN, 2002; SAINI; ARORA; KUMAR, 2016). O PLA tem sido bastante utilizado
também em sistemas carreadores (nanoparticulas, microparticulas e microcapsulas)
para a liberacdo controlada de material genético (DNA, RNA), peptideos/proteinas,
polissacarideos e diversos tipos de drogas (MAKADIA; SIEGEL, 2011;
MANAVITEHRANI et al.,, 2016). Ainda na area médica, materiais a base de PLA
também tém sido amplamente utilizados para fabricar scaffolds para aplicacdes
ortopédicas, nervosas e cardiovasculares (SUBRAMANIAN; KRISHNAN;
SETHURAMAN, 2009; SAVIOLI LOPES; JARDINI; MACIEL FILHO, 2012) e como
implantes para reconstrucdes 6sseas (GRANCIANINOV et al., 2019; WANG et al.,
2021).

Como cada polimero possui distintas propriedades (biodegradaveis e nao
biodegradaveis) estes podem ser combinados por mistura com PLA, ou mesmo novas
propriedades podem surgir nos compositos, devido as interacdes entre 0s
componentes. Materiais biodegradaveis misturados com PLA incluem
poli(etilenoglicol) (PEG), poli(*-hidroxibutirato) (PHB), poli( f--caprolactona) (PCL),
poli(butileno adipato-cotereftalato) (PBAT), quitosana e amido (SHETH; KUMAR,;
DAVE, 2008).

Por fim vale salientar que a degradacéo do PLA resulta em &cido lactico, que é
fisiologicamente produzido pelo organismo e eliminado pelas vias metabdlicas
naturais (LANAO et al., 2013). Mais especificamente, no corpo humano ocorre o
rompimento de cadeia em oligbmeros e finalmente em unidades monomeéricas de
acido latico que sao inteiramente reabsorviveis como um intermediario natural no
metabolismo (L - isbmero). Contudo, In vitro a elevada concentracdo local dos
produtos de degradacao pode afetar a diferenciacéo celular e in vivo a dissolugcéo do
polimero esta frequentemente acompanhada pela fragmentacdo em pequenas

particulas, capazes de provocar uma resposta inflamatéria localizada (GARCIA-
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GARETA; COATHUP; BLUNN, 2015). Portanto, esses produtos sempre precisam ser

acompanhados.

3.2.2 Quitosana

Quitosana € um polimero natural, produzida por meio da desacetilacédo da
quitina, segundo biopolimero mais abundante na natureza, derivado do exoesqueleto
de crustaceos. Sua estrutura quimica é composta por unidades de glucosamina e N-
acetilglicosamina, conforme mostra a Figura 5 (EFTEKHARI et al., 2020; FRANK et
al., 2020). Como um polimero natural, a quitosana possui propriedades favoraveis em
aplicacBes na engenharia tecidual, além de outras aplicacbes biomédicas, como na
entrega de farmacos. Sua aplicacdo nesta area esta relacionada a sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade e auséncia de toxidade. Além disso, a
quitosana apresenta diferentes propriedades medicinais: antimicrobiana, antioxidante
e antitumoral, que aumenta sua importancia nas aplicacdes biomédicas (INANLI et al.,
2020). Foi demonstrado que este tipo de substrato é capaz de interagir com células
vivas, sem apresentar sinais de citotoxicidade ou desencadear uma resposta
imunitaria (DO NASCIMENTO; LOMBELLO, 2016).

Figura 5: Estrutura quimica da quitina e quitosana.
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Fonte: ANITHA et al. (2014).

A quitosana tem aplicacbes versateis na engenharia tecidual, tais como
cicatrizacao de feridas, como excipientes para entrega de drogas e entrega de genes.

Eles também oferecem a vantagem de ser facilmente processado em géis,
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membranas, nanofibras, nanofibrilas, microparticulas de esferas, nanoparticulas,
scaffolds e formas esponjosas, conforme esquema mostrado por Anitha et al. (2014)

na Figura 6.

Figura 6: Representacdo esquematica sobre as possibilidades de processamento da

quitosana em diferentes formas.

Processo da
Quitina e

Quitosana

Fonte: ANITHA et al. (2014) modificada pelo autor.

Segundo Rolim et al. (2018), para a obtencdo da quitosana usa-se uma
solucéo alcalina (por exemplo, solugdo de NaOH) que remove, simultaneamente, as
proteinas e desacetila a quitina. Dependendo da concentracdo dessa solucao alcalina,
alguns glicanos soluveis sdo removidos. O processamento de cascas de crustaceos
envolve, principalmente, a remocao de proteinas e a dissolugdo do carbonato de
calcio, que, em conchas de caranguejo, esta presente em concentracfes elevadas.

Logo apds, se faz a desacetilizacdo da quitina restante, podendo ser em hidroxido de
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sédio a 40% e 120 °C durante um periodo de 1 a 3 h. Esse tratamento produz uma
quitosana.

Conforme Ahmed et al. (2018), atualmente existem muitas membranas
produzidas a partir da quitosana. Estudos recentes mostram que cada vez mais ela
se torna matéria-prima dentro da engenharia tecidual, sendo utilizada em diversos
tipos de aplicacbes e principalmente para regeneracdes e reparos de tecidos
(SADEGHIANMARYAN et al., 2020). A Tabela 2 mostra as propriedades da quitosana
quando derivada de diferentes composigoes.

Tabela 2: Derivados a base de quitosana e suas importantes propriedades.
Derivacao Propriedades importantes
N-succinil-N-octil de quitosana A solubilidade e aumentos de taxol exibiu uma liberacéo
sustentada e
maior atividade citotoxica contra HepG2, A549, BGC e

K562
N-octil-N-trimetil de quitosana Alta eficiéncia de encapsulamento, estabilidade
satisfatéria e carregamento de drogas
N-mPEG-N-octil-O-sulfato de A solubilidade do paclitaxel na solu¢do micelar
quitosana mMmPEGOSC foi amplamente aumentada
Quitosana-enxerto- Liberacéo eficiente de DNA plasmidial
polietilenimina
Quitosana-poli-L-arginina e Maior viabilidade celular, reducao da hemdlise dos
quitosana-polietilenoglicol eritrécitos
Aclcar de quitosana hibridos Aumento da atividade antimicrobiana
Quitosana galactosilada Matriz extracelular sintética para fixacdo de hepatécitos
Quitosana-glutaraldeido Biocompativel, induz vascularizacéo
Quitosana-enxerto- Mineralizag&o celular aprimorada e atividade ALP
policaprolactona
Carboximetilquitosana Atividade de ALP celular aprimorada e deposicéo de
imobilizada com fosfatase célcio por osteoblastos
alcalina
Hidroxiapatita ligada a Osteocondutividade
quitosana

Fonte: AHMED et al. (2018) modificado pelo autor.

Todavia, a desvantagem dos polimeros naturais é de apresentar baixo peso
molecular para obtencdo de membranas de quitosana pura, além de instabilidade na
elaboracédo de particulas, fios, fibras e filmes. Por essa razdo, € comum a obtengéo
de compdsitos a partir de quitosana, adicionando materiais poliméricos ou ceramicos
(incluindo vidros) as formula¢cdes (KOUCHAK et al., 2014).
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3.2.3 Vidros Bioativos

Os vidros bioativos sao vidros que possuem a capacidade de interagir com as
células e induzir uma atividade biolégica especifica humana, o que demonstra o
processo de reparo e/ou regeneracao tecidual (SANTANA; SANTOS, 2021). O
desenvolvimento desses materiais para uso na medicina teve inicio por volta de 1969,
quando o professor Larry Hench e colaboradores, visando o desenvolvimento de
materiais que se assemelhassem em composicdo quimica ao 0sso, deram origem a
certas formulagdes vitreas que apresentavam a capacidade de formar uma ligacéo
guimica com tecidos vivos, especialmente os tecidos duros. A primeira formulacao de
vidro bioativo foi o 45S5, patenteado como Biovidro®. E um vidro do sistema
quaternario SiO2-CaO-Na20-P20s5 que exibe notaveis propriedades de interacdo com
os tecidos vivos, estimula a formacdo de hidroxiapatita [Cai0(PO4)6(0OH)2] e a
remineralizardo dos tecidos duros, por meio da reacdo com os fluidos corporais
(SOUZA; PEITL; ZANOTTO, 2015). Surgiu como uma alternativa aos materiais
inertes, dando origem ao campo das ceramicas bioativas, grupo de materiais
caracterizado como aqueles que induzem uma resposta biologica especifica na sua
superficie, resultando na formacdo de uma ligacdo entre os tecidos e 0os materiais
implantados (GERHARDT; BOCCACCINI, 2010).

A composicdo dos vidros bioativos é baseada normalmente em diéxido de
silicio (SiOz2) (LAIA; SA; PEREIRA, 2020), mas atualmente ha uma grande flexibilidade
e variacfes de composicao, tais como a adi¢cdo de CaFz, K20, MgO e B20s. Existem
também outros sistemas como vidros boratos e fosfatos que tém demonstrado boas
propriedades bioativas. Além disso, muitos trabalhos ja demonstram a incorporagao
de varias concentracoes de ions com atividades fisiologicas e propriedades
terapéuticas, que podem ser adicionados a formulacdo geral de um vidro bioativo.
Esses ions séo liberados durante o processo de dissolucdo do material e tem a
capacidade de executar uma acao terapéutica no corpo humano (BRAUER, 2015).
Sabe-se que varios ions inorganicos, como calcio, fosforo, silicio, estroncio, zinco,
dentre outros, estdo envolvidos no metabolismo 6sseo e possuem um papel fisiol6gico
na angiogénese e no crescimento e mineralizacdo de tecidos (HOPPE; GULDAL;
BOCCACCINI, 2011). Em particular, ions metalicos podem agir como cofatores de
enzimas, influenciando vias de sinalizacdo e estimulando efeitos metabdlicos, que

ocorrem durante a formacao do tecido, tornando-os atrativos para uso como agentes
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terapéuticos no campo da engenharia de tecidos (MOURIN; CATTALINI;
BOCCACCINI, 2012).

3.2.3.1 Composicdes de vidros bioativos

- Silicatos

Como exemplo de vidros bioativos baseados em silicatos, € possivel citar o primeiro
vidro bioativo disponibilizado comercialmente. O Bioglasse 45S5 apresenta uma
composicdo aproximada de 45% de SiOz, 24,5% de Na20, 24,5% de CaO e 6% de
P20s (% em peso). Outro vidro bioativo a base de silicato é o vidro 13-93, que tem
composicdo modificada em relagcdo ao 45S5, possuindo melhores propriedades em
relacdo ao escoamento viscoso e menor tendéncia a cristalizacdo quando comparado
ao vidro 45S5 (SANCHEZ et al., 2010). A Tabela 3 a seguir mostra uma comparacao
da composicéo entre os dois (BROWN et al., 2008).

Tabela 3: Composicdo nominal (mol %) dos testes dos vidros bioativos.

Vidro Na.O K20 MgO CaO P20Os SiO;
13-93 6 7,9 7,7 221 1,7 54,6
4555 24,3 - - 26,9 2,5 46,3

Fonte BROWN et al. (2008).

Atualmente, busca-se cada vez mais composi¢cOes vitreas que comportem
processos de aquecimento/resfriamento, sem que isto leve a cristalizacdo
descontrolada dos vidros bioativos (SOUZA; PEITL; ZANOTTO, 2015).

Um outro vidro bioativo desenvolvido mais recentemente € o F18. O F18 é
pertencente do sistema SiO2-Na20-K20-MgO-CaO-P20s desenvolvido no Laboratorio
de Materiais Vitreos (LaMaV) da Universidade Federal de Sdo Carlos. Pode ser
trabalhado de formas diferentes (fibras, blocos, scaffolds, por exemplo) para auxiliar
tratamentos de processos de infeccéo dentro da medicina. O F18 em manta ou em pé
apresentou uma atividade bactericida bastante elevada. A eliminagcdo de
microrganismos foi muito préxima de 100% (CAMPANINI; SOUZA; FILHO, 2015).
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- Boratos

Alguns vidros boratos, devido a sua baixa durabilidade quimica, se degradam
mais rapidamente e, por isso, convertem-se mais facilmente em
hidroxiapatita (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2019). Em 1997, Brink experimentou
pela primeira vez um vidro composto com boro em aplicacdes médicas. Com o intuito
de aumentar a manufatura sem perder a bioatividade, ele adicionou boro em vidros
de silicatos (PORTES; SATO; PEDROCHI, 2018). Um exemplo de um borato € o 13-
93B2 com composicdo 6Na20-20Ca0-12K20-5Mg0O-53B203-4P20s5 (em mol%); este
vidro bioativo fabricado pelo método Polymer foam replication (Replicacdo de espuma
de polimero), € um dos mais promissores materiais utilizados na fabricacdo de
scaffolds tipo espuma (KAUR et al., 2013).

Vidros bioativos a base de boro tem se mostrado bons biomateriais no suporte
da diferenciacdo e proliferacdo celular in vitro. Porém, a grande preocupacdo em
relacéo aos boratos ¢ a toxicidade (RODRIGUEZ-RODRIGUEZ et al., 2019).

Balakrishnan, Joshi e Banerjee (2013) criaram um hidrogel para a
regeneracao de cartilagem, usando um derivado dialdeido com vidro bioativo a base
de boro. Este composto demonstrou uma adequada integracéo no local do defeito da
cartilagem e com forca de ruptura suficiente para suportar a pressao exercida sobre a
cartilagem. Condrécitos aglomerados foram encontrados migrando através do scaffold
e mantendo a expressdo génica. Isto demonstrou que este simples sistema de
hidrogel inspirado na natureza tem o potencial para muitas aplicacbes na area de

engenharia tecidual.

- Fosfatos

Vidros bioativos a base de P20s também estdo sendo largamente estudados
para aplicacdes de reparo na engenharia tecidual, ja que seus componentes principais
(fésforo, célcio e s6dio) estdo presentes na por¢ao inorganica do tecidos e, por isso,
possui uma grande afinidade com o mesmo (TALLIA et al., 2018).

Existem muitos tipos de fosfatos de calcio que podem ser obtidos por muitos
métodos e técnicas de sinteses diferentes. Wu et al. (2019), em um estudo recente,
desenvolveram um scaffold de vidro bioativo a base de B-tricalcio fosfato carregado
de condrdcitos/osteoblastos (B-TCP) e um scaffold bioceramico de B-TCP carregado
de condrocitos, visando melhorias no tratamento de defeitos da cartilagem articular.

Os scaffolds apresentaram: (i) boa capacidade de regeneragédo da cartilagem; (ii)
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ampla disponibilidade de células da medula 6ssea; (iii) auséncia de formacdo de
defeitos na area doadora em pacientes; e (iv) menor possivel perda de sangue e
infecgdo. Assim sendo, os scaffolds de vidros bioativos carregados com
condrdcitos/osteoblastos podem ser potencialmente usados para tratar defeitos da

cartilagem e podem beneficiar pacientes com necessidade de reparo da cartilagem.

3.2.3.2 Vidro bioativo do sistema LZS

Novas estratégias no desenvolvimento de vidros bioativos representam uma
promissora base de biomaterial para induzir a regeneracéo de tecidos desejaveis. O
vidro do sistema LZS (Li2O-ZrO2-SiO2) apresenta uma série de interessantes
propriedades técnicas, tais como elevada resisténcia mecénica, elevada dureza na
superficie, elevada resisténcia a abrasdo e quimica, boa resisténcia ao choque
térmico, entre outras que podem variar dependendo da composi¢cdo quimica e das
condicbes de tratamentos térmicos empregados, transformando-se em um
vitroceramico com propriedades igualmente interessantes (ARCARO, 2016).

Oliveira (1997) investigou amplamente esse sistema terndrio, variando teor de
ZrO2 de 0 a 13,04% molar para vidros de relacdo molar SiO2/Li2O de 70/30 a 78/22.
Oliveira, ap6s experimentar varias adi¢cdes de ZrO2 a um vidro do sistema Li2O-SiO2
chegou a concluséo de que o limite maximo de solubilidade permitida para este 6xido
neste sistema seria de 11,10%, para que ndo ocorresse a cristalizacdo no precursor
vitroceramico (vidro) apo6s solidificacdo ao ar. Algumas caracteristicas foram
observadas quando adicionado a ZrO2. Dentre elas pode-se destacar uma melhora na
durabilidade quimica e propriedades fisicas, além de uma reducdo no coeficiente de
expansdo térmica do vidro, aumento de dureza e densidade, e quando tratado
termicamente houve uma forte tendéncia a cristalizag&o. Este vitroceramico apresenta
temperatura de transi¢éo vitrea em torno de 600 °C e cristaliza¢cdo em torno de 860
°C das fases silicato de zirconio e dissilicato de litio, que séo responsaveis pelas boas
propriedades desse material. A cristalizacdo dessas fases no sistema investigado
ocorre sem a adi¢ao de qualquer agente nucleante.

Este material teve suas propriedades ainda mais estudadas e compreendidas
nos trabalhos de Teixeira, Oliveira e Boehs (2012) e Arcaro (2016). Aléem disso, muito
recentemente sua bioatividade foi avaliada e comprovada. Nestes materiais, a

presenca do litio como ion bioativo favorece a agdo do material em nivel celular,
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acelerando o processo de deposicdo da hidroxiapatita (POSSOLLI et al., 2021).
Possolli et al. (2021) investigaram a bioatividade, a citotoxicidade e a dissolucdo do
LZS e concluiram que os vidros e as vitroceramicas bioativas deste sistema néo
apresentaram citotoxicidade. Assim sendo, este material se torna bastante atrativo

dentro da medicina e pode ser muito promissor dentro da engenharia tecidual.

3.2.4 Scaffolds

Conforme citado anteriormente, um tecido necessita de células e de uma
matriz para que possa se desenvolver. Os scaffolds funcionam como matriz para a
restauracdo de um tecido danificado ou formacao de um novo tecido, seja funcionando
como base para o crescimento celular ou como veiculo para a entrega de substancias
biologicamente ativas (MORENO MADRID et al., 2019).

Dentro da engenharia tecidual, os scaffolds consistem em estruturas
tridimensionais altamente porosas com estrutura similar ao tecido que se deseja
mimetizar (DENG; KUIPER, 2018). Para que apresente um alto desempenho, é
importante que o scaffold possua uma macro porosidade interconectada, permitindo
o crescimento tecidual ao longo de toda sua estrutura e o transporte de nutrientes,
além de uma estrutura microporosa, permitindo a adeséo proteica, adeséo celular e
auxiliando na homeostase (ROSETI et al., 2017a).

Com a falta de tratamentos eficientes para defeitos condrais, a engenharia
tecidual tem estimulado pesquisas para a formacdo de tecidos de cartilagem,
combinando scaffolds porosos, biocompativeis com células-tronco na presenca de
estimulos externos ou internos (KARABIYIK ACAR et al., 2021). Por tanto, um scaffold
deve comportar algumas caracteristicas para ser considerado dentro da engenharia
tecidual; dentre estes requisitos estdo porosidade, maleabilidade, molhabilidade,
biocampatibilidade, ser capaz de induzir o crescimento celular e diferenciacao celular.
Sendo primordial entdo para a formacdo de uma matriz na recuperacdo de uma
cartilagem, os scaffolds de engenharia tecidual ideais devem ser capazes de simular
o ambiente natural da matriz extracelular, ser biocompativeis para promover
interacdes celulares, e ter propriedades mecéanicas apropriados para suportar as
forcas externas durante a regeneracao do tecido (ROSETI et al., 2017b). Portanto,
estes scaffolds devem fornecer solugdes promissoras que aumentam a cicatrizacao e

diminuem a necessidade de procedimentos cirdrgicos complicados (CHENG et al.,
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2019). Uma outra caracteristica € que a estrutura do scaffold, além de fornecer
sustentacdo mecanica e orientacdo espacial para o crescimento e a diferenciacao
celular, deve permitir o transporte de nutrientes, metabalitos, fatores de crescimento
e outras moléculas regulatérias importantes para as células e para a matriz
extracelular (CRUZ et al., 2017).

Assim, cada vez mais pesquisas empregando compostos bioativos, que
modificam as caracteristicas dos materiais, estdo sendo feitas visando a obtencéo de
scaffolds com porosidade e tamanho de poros ideais para regeneracao e crescimento
celular (MASSIMINO, 2020). O tamanho ideal dos poros podem variar entre 50 a 300
um, dependendo do tipo da membrana (WANG et al., 2017; MALLICK et al., 2018).

Quando os scaffolds sdo produzidos com espessuras muito pequenas, eles
podem ser chamados simplesmente de membranas. Membranas com bons resultados
tém usado como base polimero e ceramica em sua composicao.

Em um estudo recente, Huang et al. (2018) mostraram que ao incorporar
cerdmicas de hidroxiapatita e fosfato B-tricalcio junto a um polimero de poli-"-
caprolactona, as membranas fabricadas apresentaram superficies mais lisas,
melhoraram as propriedades mecanicas e também a proliferacdo celular, quando
comparadas as membranas apenas com polimero.

A aplicacdo de membranas polimero/ceramica é especialmente interessante
na engenharia tecidual 6ssea e cartilaginosa, onde esses séo utilizados como uma
estrutura tridimensional para promover o reparo de defeitos, atuando como suporte
para crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular (REZWAN et al., 2006;
HOLZAPFEL et al., 2013; XIAO et al., 2015; WANG; LIN; KANG, 2019).

Acredita-se ainda que membranas com esse tipo de estrutura possa auxiliar
na adeséo de proteinas e células, devido a interconectividade dos poros existentes,
auxiliando também na formacéo do novo tecido. Além disso, sua porosidade e sua
maior é&rea superficial também pode permitir a incorporacdo de agentes
antibacterianos (nanoparticulas de prata) e/ou medicamentos (antibioticos e anti-
inflamatorios) visando a liberacéo local na regidao do defeito, atuando dessa forma na
erradicacao da infeccao e na reparacao e recuperacao do tecido (KUNDU et al., 2010;
DORJ et al., 2014; TROMBETTA et al., 2017; DANG et al., 2019).

Atualmente, existem diversas técnicas convencionais bem consolidadas para
obtencédo de scaffolds e membranas, tais como eletrofiacdo, liofilizacdo, impressao
3D, entre outras (WANG et al., 2017; MALLICK et al., 2018; LI et al., 2021).
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3.3 ELETROFIACAO (ELECTROSPINNING)

Formar fibras sintéticas por meio de atracao eletrostatica € um processo utilizado
ha mais de 100 anos. Este procedimento, reconhecido como eletrofiacdo ou
electrospinning em inglés, utiliza uma fonte de alta tensdo para obter carga de uma
certa polaridade em uma solucdo de polimero ou de uma mistura, que € entédo
acelerado em direcdo a um coletor de polaridade oposta (KLEIVAITE; MILASIUS,
2018).

Embora tenha sido patenteado por Cooley no inicio do século passado, no ano
de 1902, a producdo pratica em escala nanométrica de fibras por meio da eletrofiagéo
foi se popularizar por volta de 1995, quando Doshi e Reneker redescobriram a técnica
(DOSHI; RENEKER, 1995). A principio, este longo periodo de estagnacdo parece
estranho, porém a falta de utilizacdo desta técnica se deu por falta de melhores
aparelhos para a caracterizagao das fibras em escalas reduzidas (XUE et al., 2019).

Em suma, um aparelho de eletrofiacdo é composto por quatro componentes
principais: uma fonte de alta tenséo, um coletor metalico - onde serdo depositadas as
fibras a serem coletadas, um depdsito contendo o material a ser eletrofiado e um tubo
capilar, que normalmente é utilizado uma agulha hipodérmica (MERCANTE et al.,
2017).

O processo inicia quando a solucao contida dentro do reservatorio é pressionada
(a presséo € realizada pela propria maquina e pode ser controlada) e ao passar pelo
capilar o material se mantém na ponta da agulha, formando uma gota que permanece
ali por uma forca de tenséo superficial (ALVES; BERGMANN, 2008; MERCANTE et
al., 2021). Na sequéncia, um campo elétrico é aplicado (que pode variar entre 5 a 50
kV) e ao atingir um valor critico, estas forgas elétricas repulsivas superam a tenséo
superficial, estas gotas se transformam em fios muito finos, geralmente em formatos
conicos que sdo conhecidas como cone de Taylor (COSTA et al., 2012; XUE et al.,
2017, 2019). A partir disso, sao atraidos para o coletor e ao percorrerem este caminho
sofrem a evaporacédo de solventes e a solidificacdo das nano fibras eletrofiadas, as
guais sao depositadas no coletor aterrado, sob a forma de membrana (PATEL et al.,
2020; MERCANTE et al., 2021), conforme esquematizada na Figura 7.

Em tese, o sistema de eletrofiacdo pode ser dividido em quatro etapas

subsequentes: (I) formacgéo da gota na ponta do capilar e inicio da formagéo do cone
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de Taylor; (1) projecao do jato carregado em uma linha reta na direcdo do coletor; (llI)
afinamento do fio disparado pelo jato na presenca do campo elétrico e um aumento
de instabilidade elétrica; e (IV) solidificacdo da fibra no coletor ja em forma de
membrana (LU; WANG; WEI, 2009; LEMOS, 2017).

Contudo, apesar de parecer simples, o sistema de eletrofiacdo deve levar em
conta alguns parametros que influenciam, tais como: parametros de solucéo,
parametros de processo e parametros ambientais, conforme apresentado na Tabela
4. O controle destes parametros permite ajustar caracteristicas das membranas
formadas, como: a morfologia, o didametro ou espessura e também o alinhamento das
fibras, estes reguladores sdo de extrema importancia para a formacdo das

membranas e para as areas que serdo aplicadas (MERCANTE et al., 2021).

Figura 7: Esquema convencional de um aparelho de eletrofiacéo.

Nanofibras
Solugao polimérica —1 Capilar [
O} 1) Coletor metalico
Bomba de ejecao J__
g o, —
® ‘ & (7] -
-—w -—
Fonte de alta tensao Cone de Taylor

Fonte: MERCANTE et al. (2021).



Tabela 4: Parametros do processo de eletrofiacao.
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A massa molecular do polimero esta diretamente relacionada com o

Massa
ecul comportamento reoldgico da solu¢do. O aumento da massa molecular
molecular
R tende a favorecer a formagé&o de fibras mais homogéneas.
Parédmetros de - S— - . .
lucH Concentracdo/  Observa-se uma tendéncia de formacéo de fibras mais espessas com o
solucéo ) ] o ) .
Viscosidade aumento da concentragao/viscosidade da solugéo.
o O aumento da condutividade tende a favorecer a obtencgéo de fibras com
Condutividade ~ )
menores didmetros e sem defeitos.
Geralmente, o aumento da voltagem favorece a formacéo de fibras com
Voltagem menores diametros. No entanto, a partir de certo ponto o0 aumento da
aplicada voltagem pode estar relacionado com a formagéo de fibras mais
R espessas e com defeitos.
Parametros de - - - . .
Vazao da O aumento da vazao favorece a formacéo de fibras com maiores
processo . N .
solucéo diametros e defeitos.
o Deve apresentar valor adequado para garantir o alongamento do jato e
Distancia de . . o -
evaporagao do solvente. Maiores distancias favorecem a formacao de
trabalho ) .
fibras com menores diametros.
A temperatura afeta a viscosidade da solugéo e o processo de
. Temperatura evaporacgdo do solvente. Temperaturas mais elevadas favorecem a
Parametros 5 ) o
) ] formacao de fibras com menores didmetros.
ambientais ; _ i _
Umidade Afeta o processo de evaporagao do solvente. Uma maior umidade
relativa

relativa tende a induzir a formacéo de poros na superficie das fibras.

Fonte: MERCANTE et al. (2021) modificada pelo autor.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Neste trabalho, membranas de PLA, quitosana e LZS foram produzidas. Os

materiais utilizados sdo descritos nas sessdes 4.1.1,4.1.2e 4.1.3.

4.1.1 Polimero sintético: Poli(dcido Latico) PLA

Os pellets do poliacido latico (PLA) utilizados foram obtidos da empresa
National 3D. O PLA foi caracterizado quanto a sua estrutura quimica e propriedades
térmicas, por meio de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) por reflexao total atenuada (ATR) e por andlise térmica diferencial (ATD) e
termogravimétrica.

Para identificar e confirmar a presenca de grupos funcionais especificos no
polimero PLA, bem como verificar a pureza do produto utilizado, foi usado
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) com acessorio
de refletancia total atenuada (ATR-FTIR, Tensor Il modelo, Bruker).

A fim de se determinar a temperatura de transi¢céo vitrea (Tg) do PLA como
fornecido, a pureza, e a estabilidade, analises de ATD/TG foram realizadas em
equipamento analisador simultdneo de ATD e TG (SDT-Q600, TA instruments).
Pellets de PLA foram submetidos a um aquecimento de até 1100 °C a uma taxa de 10

°C/min em atmosfera de ar sintético.

4.1.2 Polimero natural: Quitosana

Quitosana de médio peso molecular com grau de desacetilizacdo de 90%
(Exodo Cientifica, Brasil) foi utilizada. O grau de desacetilagéo utilizado foi sugerido
por Mallick et al. (2018). A quitosana foi caracterizada quanto a sua estrutura quimica
e propriedades térmicas por meio de FTIR — ATR e por analise térmica ATD/TG.

Para identificar e confirmar a presenca de grupos funcionais especificos da
guitosana, bem como verificar a pureza do produto utilizado, foi usado espectroscopia
no infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) com acessério de refletancia
total atenuada (ATR-FTIR, Tensor Il modelo, Bruker).
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A decomposicao térmica da quitosana foi acompanhada por ATD/TG; foram
realizadas em equipamento analisador simultaneo de ATD e TG (SDT-Q600, TA

instruments).

4.1.2 Vidro bioativo do sistema LZS

O vidro bioativo do sistema Li2O-ZrO2-SiOz (LZS) utilizado foi produzido em
um trabalho anterior (ARCARO, 2016), baseado nos estudos de Oliveira (1997), por
meio de fusdo das matérias-primas a 1550 °C durante 4 h e resfriado em agua para
formar fritas. Posteriormente, as fritas foram moidas até que obtivessem um tamanho
dso de 3,5 um e area superficial especifica de 2,5 m?/g. A andlise quimica do vidro

bioativo utilizado é apresentada na Tabela 5.

Tabela 5: Composicdo quimica dos biovidros do sistema LZS.

Oxidos constituintes Quantidade (%)
Al>O3 0,95
CaO 0,05
Fe, O3 0,05
Li-O 8,63
Na,O 0,05
SiOy 68,02
TiO> 0,05
ZrO; 22,2
Total 100,00

Fonte: ARCARO, (2016) modificado pelo autor.

Para fins de comparagédo, o LZS também foi caracterizado quanto a sua
estrutura quimica por FTIR — ATR e por ATD/TG, no mesmo equipamento e condi¢des

de analise que o PLA e a quitosana.
4.2 METODOS
Esta sessdo apresenta os métodos utilizados neste trabalho. O fluxograma

apresentado na Figura 8 ilustra as etapas envolvidas para preparacdo das

membranas. Cada etapa sera descrita posteriormente.
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Figura 8: Fluxograma do desenvolvimento do trabalho.

Fonte: Autor, 2023
4.2.1 Preparo das solugdes para eletrofiacdo

4.2.1.1 Preparo das solugdes de PLA

Inicialmente, foi preparada uma solucdo 10% (m/v) de PLA. Neste caso, 3,0 g
de PLA em um Erlenmeyer contendo 30 mL de cloroférmio (Synth, Brasil). A
homogeneizacdo foi realizada em um agitador magnético (Fisotam 753 A) sob a
temperatura ambiente e velocidade de 300 rpm. O conjunto foi mantido sob agitacéo
constante por 24 h.

4.2.1.2 Preparo das solugfes de quitosana

Para a obtencdo da solucdo de quitosana, foi preparada uma solucdo de
quitosana a 2% (m/v) dissolvendo-se 2 g de quitosana em 100 mL de Acido acético

(Fmaia Séo Paulo, Brasil). O &cido acético foi selecionado devido ser o solvente que



44

dissolve a quitosana e apresenta menor nocividade (GENG; KWON; JANG, 2005). A
homogeneizacédo foi realizada em um agitador magnético (Fisotam 753 A) sob a
temperatura ambiente e velocidade de 300 rpm. O conjunto foi mantido sob agitagcéo
constante por 24 h. A metodologia de preparacao da solugéo foi baseada em Sambudi
et al. (2015).

4.2.1.3 Preparo das solugdes de PLA e quitosana

As solugcbes de PLA e quitosana previamente preparadas foram
homogeneizadas em diferentes concentracbes de acordo com a Tabela 6. Cada
solucao foi homogeneizada em agitador magnético em 300 rpm por aproximadamente

30 min e logo apos foi eletrofiada.

Tabela 6: Quantidades de cada componente das solucbes para fabricacdo das

membranas
Volume )
Solugéo Solugéo Quitosana )
. ) total . Quitosan PLA (%
Solugéo PLA Quitosana . solucéo (%
solugéo (% massa) massa)
(mL) (mL) viv)
(mL)
0,999
PLA/Q1 20 0,2 20,02 0,004 2
(~1%)
PLA/Q9 20 2 22 9,09 0,04 2
PLA/Q17 20 4 24 16,67 0,08 2
PLA/Q23 20 6 26 23,07 0,12 2
PLA/Q28 20 8 28 28,57 0,16 2

Fonte: Autor, 2023

4.2.1.4 Preparo das solugdes de PLA e quitosana com adi¢ao de vidro bioativo

Para a obtencdo das suspensfes contendo PLA, quitosana e LZS, foram
dispersos separadamente 0,05 g e 0,1 g de vidro bioativo LZS em 4 mL de cloroférmio
e agitada por 30 min.

Posteriormente, foi misturada a solucdo de PLA, esta segunda etapa também
foi agitada por 30 min; por ultimo, a solucao ja contendo PLA e LZS foi misturada com

a solucao de quitosana e mais uma vez agitada por 30 min. As quantidades de vidro
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bioativo foram selecionadas com base no trabalho de Kandelousi et al. (2019). A
adicao de 4 mL referente ao LZS, foram descontados da solucédo de PLA, ou seja, nao

houve alteracdo na quantidade final em termos de volume da solucéo.

Tabela 7: Quantidades de cada componente das solucbes para fabricacdo das

membranas com LZS

Volume )
Solugao Solugéo Quitosana )
) total LZS Quitosana (% PLA (%
Solucéo PLA Quitosana solucéo
solucgéo (9) massa) massa)
(mL) (mL) (% viv)
(mL)
PLA/Q17/LZS0,5 20 4 24 16,67 0,05 0,08 1,6
PLA/Q17/LZS1 20 4 24 16,67 0,1 0,08 1,6

Fonte: Autor, 2023

4.2.2 Influéncia das variaveis do processo de eletrofiacdo na obtencéo de

membranas

Apos agitacdo, cada solucdo (PLA puro, e as composicbes de PLA e
quitosana, e as de PLA, quitosana e LZS) foram colocadas numa seringa de plastico
de 5 mL bico luer slip com uma agulha metalica de 25x0,7 mm (Descarpack, Brasil) e
foram submetidas ao processo de eletrofiacdo. O sistema de eletrofiagdo € constituido
basicamente em duas partes, que sofrem entre si uma diferenca de potencial. Desta
maneira, um lado libera o material que esta inserido dentro da seringa em forma de
fio muito fino, enquanto o outro lado recebe e enrola estes fios. O sistema de formacéo
de jato consiste, conforme mostra a Figura 9, em uma bomba de infusdo composta
por uma seringa que, ligada a uma fonte de alta tensdo formando o lado positivo do
aparato, do outro lado o coletor que acoplado a um eletrodo negativo, funciona como
terra puxando estes fios em sua dire¢do e armazenando em um cilindro que rotaciona
a partir da rotacdo de um motor.

Através da agulha, gotas das solu¢des contendo PLA, PLA e quitosana ou
PLA, quitosana e LZS fluiram em direcdo ao coletor. Durante o processo, o tubo
capilar permaneceu conectado a fonte de alta tensao.

A eletrofiacdo pode ser usada sob combinacdes de trés diferentes

parametros: o primeiro é a distancia entre a ponta da agulha da seringa e o coletor
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gue pode ser de (10-20 cm). O segundo é a tensdo da fonte (até 20 kV) e o terceiro

parametro é o fluxo da bomba de infusdo que poderia variar entre (0,1- 1 mL/h).

Figura 9: Flgura esquematlca de um S|stema de electrosmnlng

Coletor
Aterrado

Fonte: Autor, 2023

4.2.2.1 Eletrofiacdo de quitosana pura

Este trabalho avaliou inicialmente a eletrofiacdo da quitosana pura. Neste
sentido, quitosana dissolvida em acido acético foi utilizada, mas ndo houve formagéo
de fibras. Todas as variacdes de distancia entre eletrodos, tensdo e rotacao foram
utilizadas, mas sem sucesso. Diferentes concentracdes de solu¢cdes também foram
testadas, mas nao foi possivel obter fibras. Houve apenas a formacédo de gotas

coalescidas de quitosana.

4.2.1.1 Eletrofiagéo de PLA

Uma solucdo contendo 10% de PLA, usando cloroformio como solvente, foi
preparada e inserida na seringa e submetida a eletrofiacdo. A Figura 10 mostra a
formacdo do cone de Taylor e a formacéo nitida de um fio em direcdo ao coletor,
requisitos indispensaveis para producéo de fibras e posteriormente de uma membrana
com boas propriedades (SUN et al., 2020).

A partir de tal observacéo, foi iniciada a eletrofiacdo de 10 mL de solucdo. A
tensdo foi variada de 7,5 a 17 kV, mantendo os demais parametros de eletrofiacdo
fixos (15 cm de distancia, 45 rpm de rotacéo e 0,15 mL/min de vazao). Observou-se

que ndo ocorre eletrofiacdo para tensdes menores de 10 kV. Também ndo foram
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realizados experimentos acima de 15 kV por questdes de seguranca, pois ao chegar
em 17 kV ha geracdo de um campo elétrico muito alto que foi capaz de desligar o

equipamento.

Figura 10: Formacéao do cone de Taylor em evidéncia e a formacao de um fio

Fonte: Autor, 2023

Apés a caracterizacdo das membranas, foi fixada a tensao para as demais
membranas produzidas, mantendo os seguintes parametros entre tenséo, distancia e
vazao: 15 kV, 15 cm, 0,15 mL/min.

Cada membrana foi coletada em temperatura ambiente, 25 °C, em um
anteparo coberto por uma folha de aluminio por 30 min. As membranas coletadas
permaneceram em repouso por no minimo 24 h para secagem a temperatura
ambiente.

Para sele¢cdo de cada condicdo, as membranas foram caracterizadas quanto
a sua porosidade, tamanho de poro, diametro das fibras, molhabilidade e capacidade

de absorcao de agua.
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4.2.1.2 Eletrofiacdo de PLA e quitosana

Apbs a avaliacdo da influéncia das variaveis do processo de eletrofiacdo para
obtencdo de membranas de PLA, foram produzidas as membranas de PLA e
quitosana.

Membranas de PLA com diferentes adicbes de quitosana foram obtidas
mantendo os parametros de eletrofiacéo selecionados na etapa anterior (15 kV, 15 cm
de distancia, 45 rpm de rotagéo e 0,15 mL/min de vazéo).

Novamente para cada condicdo, as membranas foram caracterizadas quanto
a sua porosidade, tamanho de poro, didametro das fibras, molhabilidade e capacidade

de absorcao de agua.

4.2.1.3 Eletrofiacdo de PLA, quitosana e LZS

Apos selecionada a melhor condigdo PLA/Quitosana, LZS foi adicionado a
solugcdo de acordo com o descrito no item 4.2.1.4 e eletrofiado nos parametros
indicados nas etapas anteriores (15 kV, 15 cm de distancia, 45 rpm de rotacéo e 0,15

mL/min de vazao).

4.2.3 Caracterizagcdo das membranas

4.2.3.1 Caracterizacado morfoldgica: Microscopia Optica e microscopia eletrénica de

varredura (MEV); analise quimica pontual

Inicialmente, um microscopio estereoscopio (Bioptika, 12MP USB2.0) foi
utilizado a fim de se confirmar a formacéo de fibras pelo processo de eletrofiagéo.

A microscopia eletrénica de varredura (Jeol, JSM - 6610LV, com microssonda
de EDS) foi utilizada para a avaliagdo morfolégica das membranas de PLA, PLA e
quitosana e PLA, quitosana e LZS. Para obtencdo das imagens as amostras foram
recobertas com ouro e foi usado uma tensédo de 15 kV. A partir das imagens foi
possivel analisar o tamanho de poros, além dos diametros das fibras. O diametro
meédio e o desvio padrao das fibras foi calculado pelo software Image J (pelo menos

50 fibras foram avaliadas por imagem por meio da metodologia do método do
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intercepto linear). Este teste também serviu para a averiguacao da qualidade da fibra
gerada, presenca ou auséncia de defeitos.

A analise quimica pontual foi realizada por EDS acoplado ao MEV para
identificacdo e andlise qualitativa da distribuicdo do LZS nas membranas. Por EDS foi
possivel identificar tanto 0 Zr como o Si presentes no LZS e ausentes nas membranas
de PLA e PLA e quitosana.

4.2.3.2 Caracterizag0es fisicas: Porosidade das membranas

Densidade aparente

Para caracterizar a densidade aparente geométrica, foi cortada as membranas
em partes de aproximadamente 1 cm x 1 cm e logo apés foram medidas as dimensdes
(a espessura foi medida no micrometro, Mitutoyo, modelo IP65); posteriormente foi
pesada e depois foi calculado a densidade aparente conforme a Equacgéao 1.

m

Dap = Equacéao (1)

v

onde Dap é a densidade aparente, m é a massa em g e v € volume em cm3,

Densidade real por pichometria

A densidade real de cada amostra foi determinada por picnometria ao gas
hélio (AccuPyc 1340, Micromeritics, USA).

Densidade relativa

A densidade relativa foi calculada relacionando-se as medidas de densidade

aparente e real das amostras, conforme a Equacgéo 2.

Drel = (222 Equacéo (2)

Dreal
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onde Dre €& a densidade relativa, Dap € a densidade aparente

(g/cm?3) e Drea € a densidade real ou verdadeira do sélido (g/cm3).

Porosidade

A porosidade foi calculada a partir dos valores da densidade relativa, conforme

a Equacéo 3.
P = (1-Dre) x 100 Equacao (3)
onde P é porosidade em (%).
4.2.3.3 Absorcéo de Fluidos

A absorcédo de fluidos (AF), dada em g fluido / g membrana, foi calculada
segundo a Equacéo 4, onde Ms (g) € a massa das membranas secas € Mm (g) é a
massa apos 24 h de imersdo das membranas em 20 mL de agua destilada. Vale

ressaltar que apos serem retiradas da solucéo, foi retirado o excesso de agua com um

lenco de papel antes de pesar.

AF = Mm-—Ms

Equacéo (4)

4.2.3.3 Andlise dos grupos funcionais presentes: Espectroscopia de Infravermelho

com Transformada de Fourrier (FTIR)

Para determinar os grupos funcionais presentes nas membranas, foi usado
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourrier (FTIR) com acessorio
de refletancia total atenuada (ATR-FTIR, Tensor Il modelo, Bruker) com comprimento

de onda entre 4000 a 400 cm™ e 200 scans.
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4.2.3.4 Analise da molhabilidade por angulo de contato

A fim de se investigar o angulo de molhabilidade entre o liquido e a superficie
das membranas de PLA, PLA e quitosana e PLA, quitosana e vidro bioativo, foi
utilizado um medidor de angulo de contato LB-DX. Este teste foi importante para
mostrar a capacidade de molhabilidade de cada uma das membranas e prever se 0s
fluidos poderdo molhar ou ndo a superficie das membranas.

A determinacgdo do angulo de contato foi realizada a temperatura ambiente e
as gotas de cada solucdo foram depositadas com o auxilio de uma seringa, com
volume util de 0,1 mL. Foi utilizada uma solucéo de fluido corporal simulado (SBF),
baseada em Kokubo e Takadama (2006). A imagem da gota em contato com a
superficie foi capturada por uma camera digital acoplada ao equipamento, e o calculo
do angulo de contato foi realizado por meio do software de anélise de imagens Image
J. Esta etapa do trabalho foi desenvolvida em parceria com a Prof.2 Dra. Annelise
Kopp Alves da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

Para a classificacao do grau de molhabilidade entre um liquido e a membrana,
foi utilizado os valores de angulos de contato dos liquidos com superficies sdlidas,

descritos na Figura 11.

Figura 11: Angulos de contato dos liquidos com superficies sélidas, para liquidos: (a)
perfeitamente molhante; (b) predominantemente molhante; (c) predominantemente
nao-molhante; (d) ndo-molhante (OGEDA, 2010).

= (F RS L I} = 'W¥ 6= | E¥

(N |}|.'. (i | .|||

Fonte: OGEDA, (2010).

4.2.3.5 Analises térmicas

Para se analisar a temperatura de degradagcdo das membranas e confirmar
gue nao sofreram degradacdo nao prevista na temperatura do corpo humano, foram

realizadas analises térmicas. As analises das amostras deste trabalho foram
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realizadas em equipamento analisador simultaneo de ATD e TG (SDT-Q600, TA
instruments). Foram preparadas amostras de 10 mg das membranas de PLA, PLA e
quitosana e PLA, quitosana e vidro bioativo LZS, todas ja eletrofiadas. Logo apos,
foram submetidas a um aquecimento de até 1100 °C a uma taxa de aquecimento de

10 °C/min em atmosfera de ar sintético.

4.2.3.6 Bioatividade e Biodegradabilidade

A fim de se analisar a bioatividade das membranas, foi realizado um teste por
exposicao ao fluido corporal simulado (SBF), preparado de acordo com o método de
Kokubo e Takadama (2006), no padréo (ISO / FDIS 23317, 2007). Para a producao
do SBF, foram utilizados os seguintes ions: Na*, K*, Mg?*, Ca?*, Cl, HCOs", HPO4?,
S04%. As membranas foram cortadas em pedacgos de 1 cm x 1 cm e foram imersas
em 10 mL de SBF em frascos de polipropileno mantidos a 37 °C por 7, 14, 21 e 28
dias. As solucdes de SBF foram substituidas semanalmente e o pH foi acompanhado
durante esse tempo. Mudancas de pH podem indicar os possiveis produtos de
degradacéao formados.

ApoOs a exposicado ao SBF, as membranas foram avaliadas por:

o MEV com EDS — com objetivo de identificar a formag&o de fosfatos de

célcio na superficie das membranas, caracteristicos da bioatividade;

o FTIR — para avaliar os grupos funcionais caracteristicos presentes nas
membranas e identificar a formacao de fosfatos de célcio caracteristicos
da bioatividade;

o Perda em massa - A perda de massa (PM, %) foi calculada pela Equacéo
(5) em que Ms (g) é a massa das membranas secas e Mt (g) € a massa

apos 28 dias de imersdo das membranas em SBF.

Ms—-Mf
Ms

PM = .100 Equacéo (5)
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4.2.4.9 Citotoxicidade

Como a membrana produzida tem como objetivo o reparo ou regeneracao de
cartilagem em humanos, foi avaliado a citotoxicidade in vitro dos biomateriais
produzidos. Ao analisar a citotoxicidade in vitro, € possivel avaliar se as membranas
sdo seguras e nao danificam as células no local da lesdo ou defeito da cartilagem.
Isso permitird o desenvolvimento de terapias de regeneracdo de cartilagem mais
eficazes e seguras, melhorando a qualidade de vida dos pacientes. Fibroblastos
murinos L929 foram cultivados em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino, 50 unidades/mL de penicilina e 50
Mg/mL de estreptomicina, e 5 células/poco em placas de cultura de 96 pocos e
mantidas em incubadora a 37 °C, 5% COz2 por 24 h.

Cada membrana foi testada usando um ensaio de resazurina (SIMOES et al.,
2021) para se avaliar a citotoxicidade. Inicialmente, as membranas foram esterilizadas
com luz ultravioleta por 1 h. Posteriormente, uma membrana (¢ 1 mm) foi inserida em
cada poco de analise como suporte para o crescimento celular. Apés a incubacao, o
meio de cultura foi substituido por DMEM contendo as membranas. Culturas de
controle foram incubadas em DMEM completo por 48 h.

O reagente sal sodico de resazurina (10% v/v) foi adicionado aos pocos apos
cada tempo de incubacéo e as culturas foram incubadas por 4 h, seguidas de leituras
colorimétricas realizadas em 570 e 600 nm. Este ensaio mede a atividade metabdlica
das células com base no aspecto colorimétrico final dos produtos reagidos. Todos 0s
tratamentos foram realizados em quadruplicata e a andlise estatistica utilizada foi

ANOVA one-way usando o Software Statistic.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS DE PARTIDA

5.1.1 PLA

5.1.1.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) por
reflexdo total atenuada (ATR)

A espectroscopia de infravermelho é uma técnica que permite identificar as
diferentes ligagdes quimicas presentes em uma amostra, por meio da analise das
vibragdes moleculares que ocorrem em diferentes regides do espectro infravermelho.
O PLA é um polimero biodegradavel obtido a partir do acido latico e a espectroscopia
de infravermelho pode fornecer informacgdes sobre a estrutura quimica, tais como as
ligagOes presentes e a presenca de impurezas.

Os espectros de FTIR obtidos para o pellet de PLA sdo apresentados na Figura 12 e
detalhado na Tabela 8.

Figura 12: Espectro de FTIR obtidos do PLA puro.
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Os numeros (1-9) indicados na Figura 12, foram utilizados para identificar os
grupos funcionais e sdo descritos na Tabela 8. Observa-se por meio do espectro,
bandas em 760cm referentes aos grupos de estiramento C-H; 870 cm* referente ao
estiramento C-C; 1080, 1100 e 1182 cm™ referentes aos grupos de estiramentos C-
O; 1348-1388 referente ao estiramento assimétrico CHs; 1454, 2944-2995 cm
referentes aos grupos C-H de dobramento e estiramento respectivamente e a 1750
cm? referente ao estiramento da carbonila do grupo éster. Essas bandas sé&o
caracteristicas do PLA (POPELKA; MACHOVA; RYPACEK, 2007).

Tabela 8: Relacdo entre o nimero de onda (cm™) e o grupo funcional das bandas

encontradas no PLA

Numero de ondas (cm-1) Grupo funcional Indicagéo no
gréfico:

Descri¢ao / Formula

3000 — 2850 Estiramento -CH 1
1750 - 1745 Estiramento C=0 2
1500 - 1400 Dobramento C-H 3
1100 - 1000 Estiramento -C-O 4
1080 - 1085 Estiramento -C-O 5
1181 Estiramento simétrico C-O-O 6
800 - 754 Estiramento C-H 7
870 Estiramento C-C 8
1348-1388 Estiramento assimétrico CHs 9

Fonte: Autor, 2023

5.1.1.2 Andlise térmica diferencial (ATD) e termogravimétrica (TG)

A fim de se verificar o comportamento térmico do PLA, bem como
compreender sua decomposicdo térmica, andlise térmica diferencial (ATD) e
termogravimétrica (TG) foram realizadas nos pellets de PLA. A Figura 13 mostra as
curvas obtidas. Inicialmente, observa-se que a estabilidade térmica do polimero se
manteve até 295 °C, ja que ndo houve perda de massa nem eventos térmicos ate tal
temperatura. A degradacgéao térmica relacionada a perda de massa comeca a partir de
300 °C e tem sua degradacdo quase que completa até 360 °C com uma perda em
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Estas temperaturas séo condizentes com as temperaturas

caracteristicas do PLA (SANTANA et al., 2014).

Figura 13: Andlise térmica do PLA puro.
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Pela analise de ATD, é possivel perceber 3 eventos térmicos caracteristicos.

Observa-se uma mudanca de linha de base entre 50 e 65 °C e 2 eventos exotérmicos

em 120 e 360 °C, além de um evento endotérmico em 175 °C. Na faixa de temperatura

de 50 a 65 °C, ocorre a transicdo vitrea do material. A transicdo vitrea € uma mudanca

na estrutura molecular do PLA que ocorre quando o material € aquecido a uma

determinada temperatura, resultando em um aumento na mobilidade das moléculas e

uma diminui¢cdo na rigidez do material. O primeiro evento exotérmico na temperatura
de 120 °C, ocorreu devido a cristalizacdo a frio do PLA (SAEIDLOU et al., 2012;

SOUSA et al., 2017). A cristalizac&o € um processo em que as cadeias poliméricas se

organizam em uma estrutura ordenada, resultando em um aumento na densidade e
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rigidez do material (OLIVEIRA; LUZ, 2016). A temperatura de fusdo do PLA foi
observada em 175 °C (evento endotérmico). O segundo evento exotérmico esta ligado
a degradacdo do PLA que ocorreu por volta dos 360 °C (GUPTA; REVAGADE;
HILBORN, 2007). A degradacéo térmica € um processo em que as moléculas do PLA
comecam a se quebrar devido a alta temperatura, resultando na perda de massa do
material. A perda de massa total do PLA ocorreu em 465 °C. Tais temperaturas
caracteristicas também estdo descritas por outros autores (SANTANA et al., 2018;
NERES et al., 2021).

Para aplicacdo do PLA em meios biolégicos é importante atentar-se ao
comportamento térmico em temperaturas de até no maximo 45 °C. Percebe-se que
ndo houve nenhuma alteracdo no PLA nesta temperatura. O ensaio até temperaturas
mais altas foi Gtil para entender o comportamento térmico geral do polimero e
confirmar que ndo ha a presenca de cargas ou impurezas. A presenca deste tipo de

materiais alteraria 0 comportamento térmico do PLA.

5.1.2 Quitosana

5.1.2.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) por

reflexdo total atenuada (ATR)

Com o intuito de verificar os grupos funcionais da quitosana e a presenca de
possiveis impurezas, foi realizado uma andlise de FTIR da quitosana em p6 como
recebida. O espectro obtido a partir da quitosana em p6 esta mostrado na Figura 14.
Os numeros (1-7) foram utilizados para identificar os grupos funcionais e sao descritos
na Tabela 9.

Bandas de estiramento entre 3400 a 3500 cm* foram atribuidas aos grupos
de O-H e/ou N-H, como as ligagbes de hidrogénio intermoleculares das cadeias do
polissacarideo, conforme observadas também por (WANG; DU; LIU, 2004; FIDELES;
FOOK; TOMAS, 2010). As bandas entre 2918 e 2880 cm! s&o atribuidas as vibra¢des
de estiramento do grupo C-H. Banda caracteristica da quitosana apresentada como
deformacédo angular do CHz também aparece na regido de 1407 cm. As bandas a
1643 e 1553 cm™ correspondem ao modo de vibracéo por estiramento da ligagdo C=0
e a deformacado da ligacdo N-H, respectivamente. A formagcdo em conjunto dessas

duas bandas (C=0 e N-H), indicam a presenca de grupos amidas segundo (OSMAN,;
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AROF, 2003). Da mesma maneira, a banda na regido de 1378 cm™ é uma vibracéo
de deformacéo angular simétrica dos grupos metil (CHs) do grupo acetamida como
apresentado por (TORRES et al., 2005). Esta informagcédo é um indicativo de que a
quitosana usada neste trabalho € um produto parcialmente desacetilado
(SIONKOWSKA et al., 2004) e de fato esta de acordo com o informado pelo fabricante.
As bandas de absorcéo entre 1152 e 895 cm™ de estiramento de ligacdes C-O-C e as
bandas entre 1057 e 1027 cm™ de vibracGes de estiramento do grupo C-O séo
caracteristicas da estrutura sacaridica da quitosana segundo mostra (MINCHEVA et
al., 2004).

Figura 14: Espectro de FTIR obtidos da quitosana pura.
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Tabela 9: Relacdo entre o niumero de onda (cm™) e o grupo funcional das bandas
encontradas na quitosana

NUumero de ondas Grupo funcional Indicacédo no grafico:
(cm™) Descrigéo / Formula
3500 - 3400 Estiramento O-H / N-H 1
2918 - 2880 Estiramento C-H 2

1407 Deformagéo CH2 3
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1553 - 1643 Estiramento C=0 / N-H 4

1378 Deformagéo CH3 5
1152 - 895 Estiramento C-O-C 6
1057 - 1027 Estiramento C-O 7

Fonte: Autor, 2023

5.1.2.2 Andlise térmica diferencial (ATD) e termogravimétrica (TG)

A Figura 15 mostra o resultado da TG e DTA da quitosana pura, onde €&
possivel observar a perda de massa em dois estagios na quitosana pura. O primeiro,
no intervalo entre 40 e 160 °C, com perda de massa de aproximadamente 8%, que
esta relacionada a perda de moléculas de 4gua durante o aguecimento que estariam
ligados aos grupamentos amino e hidroxila, através de pontes de hidrogénio. Este
evento esta relacionado tanto com as interacdes polimero-agua, quanto com a
capacidade do polimero reter agua (FRAGUAS et al., 2015). O segundo com inicio
proximo a 210 e a 780 °C, com a perda de massa de aproximadamente 94%. Esta
perda é atribuida ao processo de decomposi¢ao que inicia quebrando aleatoriamente
as ligac@es glicosidicas, em seguida sofre a decomposicao das unidades acetiladas e
desacetiladas do polimero. Contudo, como o ensaio € feito em atmosfera de um gas
inerte, a perda da massa esta relacionada mais ao efeito térmico do que ao efeito
reacional das moléculas (DE MOURA; AOUADA; MATTOSO, 2008b). Para a analise
da DTA o primeiro estagio das curvas, pode-se observar um evento endotérmico em
100 °C, que corresponde a eliminacdo de volateis da amostra, sendo que essa
eliminacao é um pouco discreta, devido a interacéo forte de pontes de hidrogénio entre
moléculas de quitosana e agua (DE MOURA; AOUADA; MATTOSO, 2008a). A
quitosana ndo apresenta nenhuma transicdo endotérmica entre a temperatura
ambiente e 250 °C, indicando a falta de qualquer cristalino ou qualquer outra mudanca
de fase durante o processo de aquecimento. O segundo pico exotérmico centrado em
torno de 270 °C é devido a degradacao oxidativa da amostra (SREENIVASAN, 1996).
O terceiro evento, é correspondente ao processo de decomposi¢cdo do material, este
evento exotérmico conforme esta identificado no grafico aconteceu no intervalo de 620
a 720 °C (JAYAKUMAR et al., 2008). Algumas pequenas diferencas entre os autores
pode estar relacionada com as condi¢des de realizacdo da andlise e do equipamento
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utilizado, que podem causar pequenas mudancas na curva TG e DTA conforme

comenta (CAVALHEIRO et al., 1995).

Figura 15: Andlise térmica da quitosana pura.
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O sistema vitreo LZS é amorfo e, portanto, ndo possui fases cristalinas

presentes. Sua estrutura amorfa é bem estabelecida e ja foi estudada em varios
trabalhos (ARCARO, 2016; POSSOLLI et al.,, 2021). Neste trabalho foi realizado

andlises de FTIR e andlise térmica a fim de comparac¢do com os polimeros e para fins

de comparacao apos a obtencdo das membranas.

5.1.3.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) por

reflexdo total atenuada (ATR)

A Figura 16 mostra o resultado da analise de FTIR para o vidro LZS puro. O

espectro de infravermelho do vidro LZS apresenta bandas de absorcao caracteristicas

das ligacdes quimicas presentes na estrutura do vidro, como a banda de estiramento
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da ligacdo O-Si-O em torno de 900 cm, em 780 cm também referente ao Si-O-Si,
625 cm referente ao O-Li-O e 456 cm™ referente ao grupo SiO2. Estes resultados

para o sistema LZS se aproximam dos resultados apresentados por Possolli et al.
(2021).

Figura 16: Espectro de FTIR obtidos do vidro bioativo do sistema LZS
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Tabela 10: grupos funcionais e o nimero de onda caracteristico do PLA puro.

Numero de ondas (cm- Grupo funcional Indicagdo no gréfico:
D) Descrigéo / Férmula
900 O-Si-O 1
780 Si-O-Si 2
625 O-Li-O 3
456 SiO» 4

Fonte: Autor, 2023

5.1.3.2 Andlise térmica diferencial (ATD) e termogravimétrica (TG)

A Figura 17 mostra o ATD do precursor vitroceramico do sistema LZS. O

primeiro evento acontece em torno de 790 °C; este fenbmeno esta relacionado a
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transicéo vitrea (Tg) do material. E possivel perceber um segundo evento, exotérmico,
de cristalizacédo (Tc) em 910 °C, o qual indica a cristalizacdo das principais fases,

como silicato de zirconio e dissilicato de litio.

Figura 17: Analise térmica do vidro bioativo do sistema LZS.
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Existe um terceiro evento, porém endotérmico, em 990 °C, que é referente ao
inicio da fusdo das fases cristalinas desenvolvidas no LZS. Isso ocorre porque este
vidro é um precursor vitroceramico (ARCARO, 2016). E possivel perceber que o
material quase nao sofreu perda de massa. Ndo ha nenhum indicativo de degradacéao

ou transicéo de fases do LZS em temperaturas de fluidos biolégicos.
5.2 SELEGAO DOS PARAMETROS DE ELETROFIAGAO
5.2.1 Eletrofiacdo de quitosana pura

Este trabalho avaliou inicialmente a eletrofiacdo da quitosana pura. A Figura
18 mostra uma tentativa de eletrofiacdo de uma membrana utilizando quitosana
dissolvida em acido acético. Observa-se que nédo houve formagéo de fibras. Houve
apenas a formacao de gotas coalescidas de quitosana. Os polimeros naturais sao

amplamente utilizados na fabricagdo de membranas e scaffolds, uma vez que
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apresentam diversos beneficios para essa aplicacdo. No entanto, a eletrofiacdo
desses materiais pode representar um desafio. A quitosana pura, por exemplo, € um
polimero natural que ja foi estudada na eletrofiacdo de scaffolds, e alguns trabalhos
relatam sucesso na producdo de fibras eletrofiadas com esse material
(VASCONCELOS et al., 2006; KUNTZLER; COSTA; MORAIS, 2018). No entanto,
reproduzir esses resultados pode ser dificil, uma vez que a massa molar desse
polimero nem sempre é constante e o grau de desacetilagéo € o Unico fator controlavel
guando se adquire a quitosana por meio de empresas especializadas. Outro aspecto
é relacionado a condutividade elétrica da solucdo que pode nao ser suficiente para
formar o cone de Taylor. Por fim, as condi¢Bes climaticas também podem interferir
mais fortemente na formacéo de fibras deste tipo de material conforme apresenta
(MERLINI et al., 2014), estes autores investigaram a influéncia da temperatura e
umidade relativa do ar na eletrofiagcdo de polimeros. Os autores concluiram que um
ambiente com baixa umidade relativa do ar e temperatura moderada é o mais
adequado para a producéo de fibras eletrofiadas de alta qualidade (CHRONAKIS,
2005; MERLINI et al., 2014). A partir de entdo, buscou-se o desenvolvimento de
membranas compostas com o PLA, pois a literatura relata que o PLA é um polimero
com oOtimos resultados na formacdo de fios e com propriedades de bioatividade e
biodegradabilidade importantes para a aplicacdo em regeneracdo de cartilagem
(CIOCCA et al., 2019).
Figura 18: Foto de uma tentativa de eletrofiagdo da quitosana pura.

Fonte: Autor, 2023
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5.2.2 Eletrofiacdo de PLA

A eletrofiagao utilizando PLA foi bem-sucedida com solugbes contendo 10%
do polimero. A validacdo do sucesso das membranas depende da modificacdo de
diferentes parametros do processo e a caracterizacdo posterior das membranas.
Neste sentido, a Figura 19 mostra imagens de estereoscépio de duas membranas
produzidas com PLA com o intuito de comparar o efeito das tensdes do equipamento
na formacéo das fibras. Foram usados 10 e 15 kV. Conforme pode se observar pelas
imagens ndo houve mudancas significativas visiveis nesta magnificacdo entre as duas
tensdes. Contudo, na membrana obtida com 10 kV ha um maior coalescimento das
fibras, possivelmente pela grande dimensao das fibras obtidas devido a tenséo ser
insuficiente para obter fios de qualidade. Aparentemente 15 kV € capaz de gerar fibras

mais bem definidas e membranas com uma maior porosidade.

Figura 19: imagens de estereoscépio das membranas produzidas com PLA.

Fonte: Autor, 2023

A Figura 20 mostra as micrografias obtidas a partir do MEV das membranas
de PLA obtidas nas diferentes condicbes de tensdo. A andlise morfoldgica das
membranas de PLA evidenciou a presenca de diferentes tamanhos de fibra
detalhadas na Tabela 11. H4 a presenca de uma grande quantidade de fibras
coalescidas e de tamanho heterogéneo. A média do tamanho das fibras ficou em 5,74
+ 5 um, para as membranas eletrofiadas em 10 e 15 kV. A porosidade, por sua vez,
sofreu variacéo e foi influenciada pela tenséo durante a eletrofiacdo. Uma porosidade
de 12,5% foi alcangada para a membrana eletrofiada a 10 kV, enquanto 18,8% para
a membrana eletrofiada com uma tenséo de 15 kV.
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O tamanho dos poros esta diretamente relacionado ao diametro das fibras e

a maneira como elas se interconectam. Os poros obtidos nas membranas tém uma

distribuicdo de tamanhos muito heterogénea. Apesar de heterogénea, percebe-se que

0S poros sédo maiores que 100 pm.

N&o houve variagdo significativa na espessura das membranas que se

manteve proximo a 900 pum.

Tabela 11: apresenta os diametros das fibras, porosidade, espessura e absorcao de

fluidos das membranas obtidas.

Média _ Espessura da Tamanho  Absorcgéo de
Tenséo . Porosidade _
didmetro das membrana de poro fluidos (%)
(kv . (%)
fibras (um) (um) (um)
_ N&o _ N&o ]
7,5 N&o eletrofiou _ N&o eletrofiou _ N&o eletrofiou
eletrofiou eletrofiou

10 5,74 + 5,00 125+04 900+ 0 >100 63+3

15 5,74 £5,10 18,8+ 1,6 8700 >100 67 2

17 * * *

*excesso da tensdo gerava um campo elétrico muito alto capaz de desligar o equipamento
Fonte: Autor, 2023

N&o ha na literatura uma porosidade exata para membranas de aplicacdo em
cartilagem. Porém, considerando o estudo de (ZENG; RUCKENSTEIN, 1996), valores

a partir de 40% de porosidade ja seriam suficientes para este tipo de aplicacdo. Com

relacdo ao tamanho das fibras, devem ter dimensbes menores que 7 pm, segundo
Tavares (2011).
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O comportamento de absorcéo de fluidos desempenha um papel significativo
na adeséo celular, biocompatibilidade e desempenho biolégico (SHERWOOD et al.,
2002). Porem a partir dos resultados obtidos na Tabela 11, percebe-se que
membranas produzidas somente com PLA s&o pouco atrativas para a finalidade deste
trabalho, que busca uma homogeneidade tanto no diametro das fibras quanto na
distribuicdo e tamanhos dos poros. Porém, vale ressaltar que o melhor resultado para
a membrana produzida foi com a tensdo em 15 kV. Esta tens&o foi utilizada para
continuidade do trabalho, produzindo membranas de PLA e quitosana.

5.3 INFLUENCIA DA QUITOSANA NAS MEMBRANAS DE PLA

5.3.1 Caracteristicas fisicas e morfolégicas

Membranas de PLA com diferentes adicbes de quitosana foram obtidas
mantendo-se os parametros de eletrofiacdo selecionados na etapa anterior (15 kV, 15
cm de distancia, 45 rpm de rotacéo e vazéo de 0,15 mL/min).

A Figura 21 mostra imagens obtidas em microscépio estereoscopio, em que se
percebe claramente a formacdo de fibras para todas as membranas produzidas.
Observa-se também que ha diferencgas significativas nos tamanhos de fibras formadas
e na porosidade das membranas. Apesar de ser observada uma homogeneidade da
disposicdo das fibras nas membranas, imagens de MEV foram necessarias para

melhor definigéo.

Figura 21: Imagens obtidas em estereoscopio das membranas de PLA/quitosana

PLA/Q17

Fonte: Autor, 2023
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A Figura 22 mostra as micrografias obtidas a partir do MEV para as
membranas de PLA e quitosana produzidas. A analise morfolégica das membranas
mostra claramente que ao se adicionar a quitosana, as membranas obtiveram
mudancas significativas. Nao € mais observado coalescimento das fibras, os
diametros das fibras e dos poros € menor e mais homogéneo e a porosidade é maior,
conforme os valores demonstrados na Tabela 12, quando se compara com a
membrana apenas com PLA mostrada na Tabela 11. O tamanho médio das fibras é
detalhado na Tabela 12 e mostra que a adi¢éo de 0,9% de quitosana produziu fibras
de 3,47 £ 3,20 um, enquanto de PLA puro foi de 5,74 £ 5,10 um. Com a adicdo de 9%
de quitosana, houve também uma diminuicdo do tamanho das fibras, chegando a 1,18
+ 0,40 um. Com o aumento da quantidade de quitosana, o tamanho das fibras
aumenta para até 2,04 um, o que pode estar relacionado a um aumento da
viscosidade da solucdo. Aumentos da viscosidade podem de fato levar a aumento da
espessura das fibras (MALLICK et al., 2018).

Figura 22: Imagem de MEV das membranas contento PLA e quitosana
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Fonte: (Autor)

A porosidade, por sua vez sofreu alteracdo e a quantidade adicionada de
quitosana contribuiu para um aumento de porosidade até a adicdo de 17% de
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quitosana, que alcancou 50,2%, enquanto para a membrana eletrofiada com apenas
PLA a porosidade ficou em apenas em 18,8%. Ou seja, a quitosana teve um papel
fundamental no tamanho dos poros e no diametro das fibras, contribuindo assim para
uma maior porosidade das membranas. Dois fatores podem ser considerados para a
melhor processabilidade e melhores resultados na relacdo entre PLA e quitosana,
diferentes concentracbes de quitosana fizeram com que houvesse um aumento do
tamanho de poros, e esta diferente quantodade de solugéo esta relacionado também
a um aumento da viscosidade segundo (MALLICK et al., 2018).

Tabela 12: resultados de diametro das fibras, porosidade, tamanho dos poros e

espessura das membranas contendo PLA e quitosana

Taxa de

Quantidade .
. Diametro das . Tamanho dos poros Espessura da absorcgao de
Membrana de quitosana . Porosidade (%) .
%) fibras (um) (um) membrana (um) fluidos
%
PLA/Q1 1 347+320 30,9+01 1853+1270 950 + 0 02
71+4
PLA/Q9 9 1,18 + 0,40 40,3+0,4 28,41 + 9,50 1010+ 0
PLA/Q17 17 204+20  483+0,3 28,26+ 10,30 760+ 0 75%3
PLA/Q23 23 173+095 502+11 29,50 + 11,60 810+0 79%3
N&o N&o _ N&o N&o
PLA/Q28 28 ] ] N&o eletrofiou ) )
eletrofiou eletrofiou eletrofiou eletrofiou

Fonte: Autor, 2023

Em relacdo ao tamanho dos poros, o principal objetivo deste trabalho foi
produzir membranas capazes de receber os principais elementos para a formacéao de
uma cartilagem nativa (condrocitos, fibras de colageno, proteoglicanos). Os tamanhos
dos poros apresentados na Tabela 12 mostram que a adicdo a partir de 9% de
guitosana mantém o tamanho de poros em torno de 28 pm. Neste tamanho é possivel
receber os principais elementos para formacéo da cartilagem e sdo tamanhos de
poros caracteristicos de membranas contendo quitosana (LIU et al., 2005;
RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al., 2015). A Figura 23 mostra em detalhes os tamanhos
dos condrécitos 15 um, fibras de coldgeno 0,067 pm, proteoglicanos 1,2 um,
elementos fundamentais para a formacao da cartilagem. Ao se analisar os tamanhos

de tais elementos, e considerando os valores apresentados na Tabela 12, podemos
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considerar que as membranas obtidas podem atuar como scaffold, permitindo o
crescimento celular e a formacdo de um novo tecido (MOW; RATCLIFFE; ROBIN
POOLE, 1992; TSCHAIKOWSKY et al., 2021).

Figura 23: Algumas das caracteristicas estruturais importantes encontradas em uma

junta de joelho tipica e as escalas de comprimento relevantes
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Fonte: MOW; RATCLIFFE; ROBIN POOLE (1992).

Com relacdo a absorcdo de fluidos ao incorporar a quitosana, houve um
aumento da absorcéo de fluidos em comparacdo com as membranas de PLA puro, ja
discutida anteriormente. Nota-se que a absor¢cdo de fluidos estd diretamente
relacionada com a porosidade, ou seja, quanto maior a porosidade, maior a absorgao
de fluidos. O tamanho dos poros também é maior e esses caminhos maiores
favorecem a maior absorcéo de fluidos subsequentes. A capacidade das membranas
de absorver uma quantidade significativa de fluido é um indicador positivo de sua
capacidade de promover a regeneragao dos tecidos. A maior absor¢éo de fluidos foi
ocasionada pela adicdo da quitosana, que €& um polissacarideo naturalmente
hidrofilico. A hidrofilicidade da quitosana, em particular, se da como funcdo de seus

grupos desacetilados, que possuem associagao com o0s grupos de hidroxilas e amino,
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conseguentemente caracterizando esta forte afinidade por moléculas polares (ASSIS;
VALMIR L. DA, 2003).

5.3.2 Molhabilidade

Para as membranas produzidas, foi realizada também a analise da
molhabilidade. A molhabilidade é uma propriedade fisica que descreve a capacidade
de um liquido se espalhar e entrar em contato com uma superficie sélida. A andlise
da molhabilidade geralmente envolve a medi¢cdo do angulo de contato formado entre
a gota de liquido e a superficie sdlida. Ao se avaliar o angulo de contato de
membranas eletrofiadas para aplicagdo como biomateriais na regeneracdo de
cartilagem, € possivel selecionar materiais com propriedades de superficie mais
adequadas que promovam a adesao celular, distribuicdo uniforme de células e
interacdo favoravel com o ambiente bioldgico. Isso pode melhorar a eficiéncia e os
resultados da regeneracédo da cartilagem. A andlise do angulo de contato é importante
para entender como as membranas eletrofiadas de PLA e quitosana interagem com
liquidos, incluindo fluidos corporais.

O angulo de contato € a medida da energia de interacédo entre a superficie de
um solido e um liquido. Ele é definido como o angulo formado entre a superficie solida
e a interface liquido-ar, no ponto onde as trés fases se encontram (BEAKE; LING;
LEGGETT, 1998). Quando o angulo de contato € baixo, o liquido se espalha
facilmente sobre a superficie soélida, indicando que a superficie € hidrofilica (atrai
agua). Por outro lado, um angulo de contato alto indica uma superficie hidrofébica
(repelente a agua). Assim sendo, para 6 < 90° significa um carater hidrofilico, ja para
90° < B < 150° significa um carater hidrofébico (DA SILVA et al., 2020). A Tabela 13

mostra os resultados das analises do angulo de contato das membranas obtidas.
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Tabela 13: Resultados do teste de molhabilidade das membranas de PLA e PLA e

quitosana
Quantidade .
Membrana Angulo de contato
(%)

PLA 100 94 + 2°
PLA/Q1 99/1 89 + 6°
PLA/Q9 91/9 89 + 2°
PLA/Q17 83/17

83 + 2°
PLA/Q23 77/23
88 + 0°

Fonte: Autor, 2023

A partir dos angulos de contato medidos para as membranas, € possivel
afirmar que a membrana produzida com PLA puro possui angulo de contato maior que
90°, demonstrando assim um carater levemente hidrofébico. Os resultados estdo de
acordo com a literatura, que aborda valores semelhantes para o angulo de contato do
PLA (COOLS; DE GEYTER; MORENT, 2014; MACEDO; CARMONA; ROSA, 2014).

Com a adicdo de quitosana, observa-se que todos os valores de angulo de
contato estdo abaixo de 90°, porem considerando o desvio padrdo, as membranas
PLA/Q1 e PLA/Q9 podem ficar acima de 90° ndo permitindo desta forma, afirmar que
elas possuem carater hidrofilico. Sendo assim as Unicas duas membranas com carater
hidrofilico sdo PLA/Q17 e PLA/Q23. Além disso, percebe-se uma diminuicdo do
angulo de contato, principalmente para a adi¢cdo de 17% de quitosana.

Para membranas de quitosana pura, a literatura relata angulos de contato com
valores que vao de 60 a 83° (TONHI; DE GUZZI PLEPIS, 2002). J4 para compésitos
de membranas contendo PLA e quitosana Thomas et al. (2020) apresentaram
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resultados que foram de 73 até 83°. As variagcbes dos valores dos angulos sao
dependentes de uma série de fatores que vao desde a pureza do material precursor
até a rugosidade final do filme (SILVA; SANTOS, 2018).

Avaliando-se todos os resultados das caracterizacbes fisicas e
morfolégicas das membranas contendo PLA e quitosana apresentados na Tabela 12
e também quanto ao angulo de contato apresentado na Tabela 13, a que demonstrou
estar dentro de todos os parametros e atendendo aos principais requisitos, foi a
membrana composta por PLA e 17% de quitosana. Desta forma, esta membrana foi

reproduzida com a adicdo de vidro bioativo LZS.

5.4 INFLUENCIA DA QUITOSANA E DO LZS NAS MEMBRANAS DE PLA

5.4.1 Andlise das caracteristicas fisicas e morfolégicas

Membranas de 83% da solugcdo de PLA com 17% de quitosana foram
eletrofiadas com diferentes adi¢cdes de LZS. Os parametros de eletrofiacdo foram os
mesmos selecionados na etapa anterior (15 kV, 15 cm de distancia, 45 rpm de rotacao
e 0,15 mL/min de vazéo).

A Figura 24 mostra as membranas contendo LZS e logo abaixo a Tabela 14,
com os respectivos valores. Na imagem é possivel ver destacado com circulos a
presenca do LZS nas membranas. De modo geral, as membranas contendo LZS néo
tiveram mudancas significativas em termos de espessura da fibra nem na média do
tamanho dos poros, o que ndo muda nada, ja que o objetivo da adicdo do LZS seria
proporcionar bioatividade as membranas. As duas membranas produzidas satisfazem
todos os requisitos necessarios para uma membrana a ser aplicada na regeneracéo
da cartilagem. Assim sendo, como sera mostrado nas discussdes a seguir, 0 LSZ pode
desempenhar o papel importante de bioatividade, uma vez que n&o interferiu

morfologicamente nas membranas.
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Figura 24: Imagens de MEV das duas membranas contento LZS, em destaque a
presenca das particulas de LZS nas membranas.

PLAIQI7ILZS05" " PLA/Q17/LZS1

®

Fonte: Autor, 2023

Tabela 14: Resultados de diametro das fibras, porosidade, tamanho dos poros e

espessura das membranas contendo PLA/quitosana/LZS de 0,5 e 1% de LZS

] Taxa de
Diametro . Tamanho Espessura das _
) Porosidade absorcao de
Membrana das fibras dos poros membranas )
(%) fluidos
(um) (um) (um) .
%
76+ 2
PLA/Q17/LZS0,5 1,91+1,02 46,5+0,9 26,1 +11,7 930+0
73+3
PLA/Q17/LZS1 2,01+£143 481+ 0,4 256+124 8800

Fonte: Autor, 2023

De fato, o0 material particulado observado nas amostras corresponde ao LZS
e estd bem distribuido em toda a extensdo da membrana. A Figura 25 mostra a
imagem obtida por EDS, em que os pontos azuis sdo caracteristicos de Silicio. O
Silicio esta presente majoritariamente no LZS. O aumento de LZS para 1 também
provocou um aumento da quantidade de LZS na amostra.

Os valores obtidos para a absorcdo de fluidos demonstraram que o LZS
pareceu ndo exercer influéncia nesta propriedade, uma vez que os resultados se

mantiveram similares, comparados aos resultados das membranas contendo PLA e
quitosana.
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Figura 25: Em cor azul o silicio, confirmando a presenca do LZS nas membranas

PLA/Q17/LZS0,5 PLA/Q17/LZS1

Fonte: Autor, 2023

5.3.2 Analise dos grupos funcionais presentes nas membranas

A fim de se avaliar as interagdes quimicas entre 0s materiais presentes nas
membranas, ensaios de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR/ATR), também foram realizados para as membranas de PLA,
PLA/quitosana com 17% de quitosana e para as membranas de PLA/quitosana/LZS
com 0,5 e 1% de LZS. A Figura 26 apresenta os resultados.

Como o PLA estd em uma proporcédo maior que a quitosana naturalmente as
bandas mais evidentes sdo os de PLA. Contudo, existem bandas tipicas da quitosana
em 1407 e 1378 cm™ referentes as ligacdes CH2 e CHs, respectivamente, que Sdo as
mais intensas observadas para a quitosana. De forma geral, ha uma sobreposicao
dos polimeros puros; ou seja, as bandas espectrais de infravermelho ndo sédo afetadas
pela composicéo da mistura.

Este comportamento ocorre porque ndo houve interacdo especifica entre a
quitosana e o PLA e, portanto, este comportamento sugere uma certa imiscibilidade
deste composto (SUYATMA et al., 2004).
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Figura 26: Espectro de FTIR comparando as quatro membranas
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Da mesma forma que para as amostras de quitosana e PLA, a adi¢cdo de LZS
nao formou novos grupos funcionais. Observa-se apenas a sobreposi¢do das bandas

referentes aos materiais PLA, quitosana e LZS.

5.3.3 Comportamento térmico das membranas

A andlise do comportamento térmico das membranas eletrofiadas é
importante para se avaliar a estabilidade térmica das mesmas. Isso porque quando
uma membrana € utilizada como biomaterial, ela deve ser capaz de suportar as
condicBes ambientais e as condi¢cdes do corpo humano, sem sofrer degradacao ou
perda de funcionalidade.

A exposicdo a temperaturas elevadas pode alterar as propriedades da
membrana, como a porosidade, a espessura, a resisténcia mecanica e a capacidade
de interacdo com as células do organismo. Além disso, a degradacao térmica pode
levar a liberacdo de subprodutos toxicos, que podem causar danos as ceélulas e
tecidos circundantes. Portanto, é essencial entender como as membranas eletrofiadas
se comportam em diferentes condicbes de temperatura e como a estrutura e
propriedades das membranas mudam em resposta ao aumento da temperatura. As
membranas obtidas usando PLA, PLA/Q17, PLA/Q17/LZS0,5 e PLA/Q17/LZS1 foram

analisadas.
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A Figura 27 mostras que para a membrana contendo somente PLA, ndo houve
mudancas significativas em comparacdo com a analise feita do material puro,
mostrado na Figura 13 e ja discutida anteriormente. Ou seja, ndo houve degradacéo
até 45 °C, valores acima da temperatura do corpo humano. Ainda € possivel afirmar
ao comparar os resultados do PLA puro com as membranas de PLA, que 0 processo
de eletrofiacdo n&o alterou as caracteristicas do polimero.

Para a membrana composta de PLA e quitosana, foi observado uma queda
de temperatura para a estabilidade térmica em relacdo a membrana de PLA puro. A
estabilidade térmica foi até a temperatura de 240 °C, logo ap0s segue com uma rapida
perda da massa que vai até a temperatura de 370 °C. Esses valores, tanto da
estabilidade térmica quanto da perda de massa, que ficaram diferentes entre as duas
membranas, podem ser atribuidos a degradacdo da estrutura do sacarideo
(quitosana), que por volta de 300 °C inicia degradacdo da estrutura sacaridea da
molécula, incluindo a desidratacdo dos anéis sacarideos e a polimerizacdo e
decomposicdo das unidades acetiladas e desacetiladas e isso pode ter afetado a
estabilidade térmica na blenda PLA-quitosana (PAULINO et al., 2006; ANDRADE;
LADCHUMANANANDASIVAM; NASCIMENTO, 2010). Os eventos exotérmicos ja
foram discutidos anteriormente.

A Figura 27 mostras ainda as duas membranas compostas com LZS. Os
graficos mostram que nao houve interferéncia com a presenca do LZS; essa ndo
identificacdo do LZS aconteceu pela pequena quantidade adicionada e provavelmente
deve estar junto ao ruido identificado no gréafico. E possivel, porém, se identificar
pontos caracteristicos da quitosana, como 0s eventos endotérmicos, ja discutidos
anteriormente.

Vale ressaltar que o objetivo da analise era comprovar que as membranas
suportariam a temperatura do corpo humano, que € em torno de 37° C; assim, todas

as membranas foram aprovadas.
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Figura 27: Analise térmica das 4 membranas
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5.5 BIOATIVIDADE, BIODEGRADABILIDADE E CITOTOXICIDADE DAS
MEMBRANAS DE PLA + QUITOSANA + LZS

5.5.1 Bioatividade

A bioatividade € uma propriedade dos materiais que se refere a capacidade
de interagir com o ambiente biolégico, estimulando respostas favoraveis no
organismo. Um material bioativo é capaz de promover interacdes especificas com
células, tecidos ou fluidos bioldégicos, desencadeando processos bioldgicos benéficos,
como adesdo celular, proliferacdo, diferenciacdo celular e formacdo de tecido
(ANDRADE; DOMINGUES, 2006). A Figura 28 mostra os espectros de FTIR obtidos
a partir das membranas de PLA, PLA/quitosana, PLA/quitosana/LZS0,5 e
PLA/quitosana/LZS1 apo6s os diferentes tempos de imersdo em SBF. Conforme
observado, ndo houve muitas mudancas significativas com o passar dos dias em

exposicdo ao SBF. Poréem o objetivo principal deste teste € a comprovacao da
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presenca dos grupos funcionais caracteristicos de fosfatos, como a hidroxiapatita
(HA), que podem se depositar ao longo do tempo, demonstrado a bioatividade da
membrana. As bandas que caracterizam a fase das apatitas estdo geralmente entre:
491 até 563 cm, indicando deformacdo, e 1043 até 1088 cmt, indicando o
estiramento dos grupos fosfatos (POa43), conforme mostra Richards et al. (2018). A
banda referente ao estiramento do (PO43) é revelada em 1090 e 1044 cm™ nos
gréficos, e o pico referente a deformacéo do (PO43) estd em 491 cm?; este valores
sdo condizentes com Camargo et al. (2014), porem estas bandas algumas vezes
podem estar mascaradas no grafico. Além disso, o teste de FTIR das amostras das
membranas revelou também uma banda entre 3200 até 3500 cm™ em algumas
amostras, que é caracteristico de H20 e relacionado com a hidroxiapatita, pois sédo
relacionadas com a absor¢cdo do estiramento (O—H) do OH estrutural e da H20
adsorvida, (NETO, 2009). E em 1650 cm?* é referente a deformacdo angular
assimétrica fora do plano de (H-O-H), causado pela adsorcdo de H20 também
relacionado a hidroxiapatita conforme (SANTOS et al., 2005).

Desta forma ao observar os resultados de FTIR obtidos, percebe-se que as
membranas de PLA puro ja tiveram alguma atividade de bioatividade, jA que ha
pequenas bandas referentes a hidroxiapatita, o que ja era esperado, ja que a literatura
reporta alguma bioatividade neste material (SAINI; ARORA; KUMAR, 2016).

Com a adicdo de quitosana, percebe-se claramente um aumento das bandas
referentes a hidroxiapatita, principalmente aumentando com o aumento do tempo de
exposicao ao SBF.

Por fim, a adicdo de LZS nas membranas claramente aumentou a intensidade
das bandas de hidroxiapatita desde os tempos mais curtos de exposi¢ao, confirmando
que ha bioatividade desde os 7 dias de exposi¢ao.

Tais resultados indicam uma interagéo favoravel do material com o ambiente
biolégico desde as fases iniciais de implantacdo. Isso pode promover a regeneragao
de tecidos, melhorar a integracdo com o tecido circundante, acelerar a cicatrizacéo e
aumentar a biocompatibilidade do material, contribuindo para melhores resultados

clinicos em aplicacdes biomédicas e de engenharia de tecidos.

Figura 28: Espectros de FTIR para as 4 membranas com 0, 7, 14, 21 e 28 dias
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Para confirmar a formacdo de hidroxiapatita na superficie das amostras,
imagens de MEV foram realizadas nas membranas de PLA, PLA/Q17,
PLA/Q17/LZS0,5 e PLA/Q17/LZS1 antes e ap0s 28 dias em exposicdo ao SBF. Em
uma analise visual, é possivel perceber facilmente a diferenca entre as membranas
antes e depois do SBF, pois claramente as membranas expostas apresentaram
material particulado presente entre as fibras que indicam a formacao da hidroxiapatita.

Merecem destaque as amostras das membranas contendo LZS. E possivel
perceber presenca de particulados referente ao LZS, mas também a presenca de
muitos materiais particulados que provavelmente sdo referentes a hidroxiapatita.
Embora todos os materiais usados na producdo destas membranas tenham a
bioatividade, estudos anteriores (LEE et al., 2009; POSSOLI et al., 2019) mostram
que a silica, que neste trabalho esta contida no LZS, tem uma excelente capacidade
de formacédo de apatita em SBF, assim como o litio com ion promotor da bioatividade.
Assim sendo, a maior formacao da hidroxiapatita pode ser atribuida aos grupos silanol
gue atraem ions de calcio e, logo apos, seguido pela deposicdo de anions como
fosfato e carbonato (BOHNER; LEMAITRE, 2009), que participam do processo de

formacao da hidroxiapatita em vidros bioativos.
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Figura 29: Micrografias obtidas por MEV com o antes e depois da exposi¢cdo das 4

membranas com 28 dias em SBF

PLA/Q17

PLA/Q17/LZS0,5

PLA/Q17/LZS1

Fonte: Autor, 2023

Para confirmar a presenca de calcio e fosforo nas amostras, a analise quimica
pontual foi realizada. A Figura 30 mostra o resultado de EDS nas trés membranas. A
caracterizacdo por EDS demonstrou na membrana (A), a presenca dos elementos

guimicos presentes na quitosana e PLA (O, C, N) conforme sugere (CALIMAN, 2011;
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SOUZA; BORGES; PRADO, 2021). A presenca do fosforo nas membranas (B) e (C)
que contém o vidro bioativo LSZ, mostra a presenca da hidroxiapatita. Podemos
confirmar a presenga do LZS nestas duas membranas com a identificagdo dos
elementos quimicos (Si e Zr).

Figura 30: Micrografia das 4 membranas feita no MEV com EDS ap0s a exposicao de
28 dias em SBF, ao lado o grafico obtido por EDS identificando os elementos
presentes.
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Fonte: Autor, 2023
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5.5.2 Biodegradabilidade

Nas micrografias das membranas expostas em fluido corpéreo simulado
(SBF) obtidas por MEV na Figura 30, observa-se que ha uma degradacéo visual das
amostras. Este fato era esperado, jA que tanto o PLA quanto a quitosana sao
biodegradaveis e em biomateriais considerados como bioabsorviveis (SPIN-NETO et
al., 2008; GONZAGA; SOUZA, 2021)

A Figura 31 mostra fotografias que também evidenciam a degradacao do PLA
ao longo do tempo de exposicdo ao SBF. A degradacédo do PLA ocorre por meio de
processos quimicos e biologicos. Quando exposto ao SBF, o PLA pode sofrer
hidrélise, que é a quebra das ligacbes éster nas cadeias poliméricas na presenca de
agua. Ao longo do tempo de exposi¢cdo ao SBF, a degradacdo do PLA resulta na
reducdo do peso molecular do polimero, o que afeta suas propriedades fisicas e
mecanicas e, por isso, nas imagens de MEV e na analise visual das fotografias se
observa uma degradacédo. A estrutura polimérica do PLA é gradualmente quebrada
em segmentos menores, até que o material seja completamente metabolizado e
absorvido pelo organismo.

E possivel perceber também, a partir dos resultados, que as membranas
contendo quitosana ndo tiveram uma degradacéao total nesse periodo de tempo. Isso
pode ser por causa do grau de desacetilagdo da quitosana. Quitosana com maior grau
de desatilacéo, ou seja, acima de 85%, apresenta menor degradagcéo em meio aquoso
e degradara apés em um tempo maior; por outro lado, o grau de desacetilacao entre
65 e 82% leva a uma degradacao mais rapida (TOMIHATA; IKADA, 1997; DORATI et

al., 2018). O grau de desacetilagao da quitosana usada para este trabalho foi de 275%.
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Figura 31: Imagens das membranas expostas em fluido corpéreo simulado (SBF) com
7,14, 21 e 28 dias

7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

PLA

PLA/Q17

PLA/Q17
LZS0,5

PLA/Q17
LZS1

Fonte: Autor, 2023

A fim de se avaliar a perda da massa ao longo dos 28 dias de imersdo em SBF,
elas formam pesadas antes de serem colocadas no liquido e apds os 28 dias depois
de secarem. Estes valores estéo descritos na Tabela 15 com a perda em massa e a
massa resultante expressas em porcentagem. A partir dos resultados, é possivel
perceber que apos os 28 dias, as membranas tiveram uma degradacdo acima de
94,14%, o que ja era esperado, pois o PLA é biodegradavel e bioabsorvivel (LANAO
et al., 2013). A adicdo de quitosana aumentou ainda mais a degradacdo, o que
também era esperado (RIZAL et al., 2021), assim como o LZS. O LZS, por sua vez,

tem conhecidamente uma perda de massa com o passar do tempo devido a lixiviagdo
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dos ions Si* e Li*, conforme relatado por Possoli (2019). Esses ions sdo responsaveis

pelo aumento da bioatividade nas membranas, observado no FTIR.

Tabela 15: Valores dos pesos das membranas antes e apds os 28 dias em (SBF)

Perda em massa (%)

Membrana Massa resultante (%)
(SBF)
PLA 94,14 5,86
PLA/quitosana 96,71 3,29
PLA/quitosana/LZS 0,5 99,25 0,75
PLA/quitosana/LZS 1 98,75 1,25

Fonte: Autor, 2023

Durante o tempo de exposicao, o pH foi medido e acompanhado durante uma
semana, antes da troca do SBF. O SBF era trocado a cada 7 dias para evitar
saturacdo. Os resultados sdo apresentados na Figura 32. Apdés uma semana, 0S
resultados finais do pH foram respectivamente 5,85 + 0,07; 5,95 + 0,18; 6,00 + 0,17;
5,97 + 0,20 para as membranas de PLA, PLA/quitosana, PLA/quitosana/LZS 0,5 e
PLA/quitosana/LZS 1.

Sabendo-se que o pH partiu de 7,41, que é o pH do SBF e dos fluidos
corporais, observa-se que houve uma diminuicdo do pH. Esta diminuicdo do pH,
tornando o meio um pouco mais acido, ocorreu devido a degradacao do material. Este
comportamento detectado indica que os oligbmeros do polimero comecam a se tornar
soluveis durante a hidrélise e, portanto, produzem subprodutos que tornam a solucao
mais acida, uma vez que a degradacao do PLA libera o acido latico (GRANCIANINOV
et al., 2019). A hidrolise é responsavel pela degradacgéo inicial do PLA. A criacdo dos
oligbmeros e mondmeros de acido latico se deve a degradacao que ocorre dentro e
na superficie do polimero. Além disso, a difusdo de agua degrada a microestrutura do
polimero ao formar cavidades internas (MEDEIROS, 2018).

Apesar de estudos mais aprofundados serem necessarios, sabe-se que o
acido latico n&o é toxico ao corpo humano e que o PLA ja é utilizado como implante
no corpo humano ha bastante tempo (GRANDE; CARVALHO; PESSAN, 2010).
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Figura 32: Acompanhamento do pH medido a cada dois dias durante uma semana de

exposicao das membranas ao SBF
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Fonte: Autor, 2023

5.3.7 Citotoxicidade

A avaliacdo da citotoxicidade in vitro € essencial para determinar se as
membranas eletrofiadas sédo seguras e biocompativeis para uso como biomateriais na
regeneracao de cartilagem. Isso garante que o material ndo cause danos celulares e
nao interfira nas funcdes celulares necessérias para o processo de regeneracao. Os
resultados do teste de citotoxicidade para as membranas de PLA, PLA e quitosana e
PLA, quitosana e LZS, utilizando células fibroblasticas, sdo apresentados na Figura
33. Observa-se que a viabilidade das células ultrapassou 75% em todas as
concentracbes e condicbes, ou seja, ndo apresentaram citotoxicidade. Para a
membrana com somente PLA, a viabilidade ultrapassou 97%, mostrando um resultado
muito favoravel e condizente com os resultados existentes na literatura (MULLER et
al., 1996; JEONG et al.,, 2018). Na membrana composta por PLA/quitosana, a
viabilidade reduziu para 87%, porém esta reducédo nao inviabilizou esta membrana,
pois a viabilidade se manteve acima de 75%. Por fim, as membranas que contém
PLA/quitosana/LZS apresentaram um aumento acima de 91% na viabilidade celular.
Esse resultado demonstra a importancia do uso do vidro biotivo LZS, pois seu uso na



86

membrana, além de aumentar a bioatividade do biomaterial, melhorou
significativamente a viabilidade celular se comparada ao teste da membrana de PLA

e gquitosana, chegando a ultrapassar 93% para a membrana com 1% de LZS.

Figura 33: Viabilidade celular em culturas incubadas com as membranas. Cada poco
recebe um pedaco de membrana e as células do poc¢o ficam em contato com ela por
48 h. Para cada material e periodo n = 4. Anadlise estatistica utilizada ANOVA de 1

fator, p < 0,05.

* * * *
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Fonte: Autor, 2023

A alta viabilidade celular observada neste estudo € importante porque indica
que as membranas tém potencial para serem usados em aplicacdes de medicina
regenerativa sem causar danos as ceélulas circundantes.

Em resumo, esses resultados sugerem que as membranas produzidas com
PLA, quitosana e LZS com alta viabilidade celular e diferentes porosidades podem ser
usados como uma opc¢ao potencialmente promissora para reparo/regeneracdo de
cartilagem. No entanto, mais estudos e ensaios clinicos ainda sdo necessarios para

validar a eficacia e seguranca desses materiais.
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6 CONCLUSAO

Foram desenvolvidas com sucesso membranas eletrofiadas compostas com
PLA, quitosana e vidro bioativo do sistema LZS.

As variaveis do processo mais importantes foram a tensdo e a quantidade de
quitosana incorporada nas membranas. A tensdo mais adequada, a distancia entre
eletrodos e a vaz&do necessaria para eletrofiar as solugbes produzidas e produzir
membranas livres de defeitos foram de 15 kV, 15 cm e 0,15 mL/min, respectivamente.

Foi possivel adicionar 17% de quitosana as membranas, o que ocasionou
modificacdes significativas principalmente nas caracteristicas morfoldgicas das
membranas. Com a incorporagao da quitosana, as membranas tiveram um aumento
para até 50% de porosidade, com tamanho de poros de até 29 um e diametro de fibras
variando de 1,18 a 3,47 um, dependendo da quantidade de quitosana adicionada. A
adicao da quitosana tornou as membranas hidrofilicas.

Por fim, com a adicdo do LZS nas membranas de PLA e quitosana, pode-se
perceber um aumento da bioatividade, comprovada pela formacao de hidroxiapatita.
As membranas produzidas ndo foram citotoxicas pra células de fibroblastos e sdo
biodegradaveis/bioabsorviveis.

Para trabalhos futuros, as membranas de PLA/Q17/LZS0,5 demonstraram ter
grande potencial de utilizacdo clinica em especial para a regeneracdo da cartilagem
hialina.
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