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RESUMO

O campo da engenharia de tecidos envolve a utilizagdo de estruturas tridimensionais
capazes de simular o ambiente ideal para a acomodacéo, fixacao, proliferacao,
diferenciagdo e orientagdo das células, a fim de permitir o crescimento e a
regeneracao, de forma organizada, do novo tecido. O sistema BioExtruder, que
relaciona baixo custo e alta reprodutibilidade e é capaz de controlar a porosidade das
estruturas, tem sido uma das técnicas de manufatura aditiva mais utilizadas para
produzir tais estruturas tridimensionais. Assim, biomateriais biodegradaveis sao as
alternativas mais eficazes para o desenvolvimento desses materiais, como a
Policaprolactona, um polimero sintético que vem sendo bastante utilizado na
engenharia de tecidos. O mel apresenta propriedades fisico-quimicas que contribuem
diretamente em sua atividade antibacteriana, antibiotica, anti-inflamatéria e
cicatrizante. Portanto, este trabalho teve como objetivo produzir estruturas
tridimensionais de Policaprolactona e Policaprolactona/Mel a partir do sistema
Bioextruder, avaliando a influéncia do mel na matriz polimérica. As estruturas obtidas
foram caracterizadas pelas técnicas de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Termogravimetria (TG), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Ensaio de
Porosidade, Ensaio Mecanico de Compressao, Citotoxicidade e Adesao Celular. As
analises morfologicas por MEV mostraram estruturas com tamanhos de poros
definidos, interconectados e uma geometria interna regular, com porosidade em torno
de 54%. Através dos resultados por FTIR foi possivel identificar as bandas de
absorcao caracteristicas de cada material, indicando que a técnica utilizada para a
obtengdo das estruturas tridimensionais ndo provocou alteragbes quimicas nos
materiais apds o seu processamento. Pelas técnicas de TG e DSC observou-se que
as estruturas apresentaram comportamento térmico estavel e, pela andlise da curva
tensdo-deformagdo obtida no ensaio mecanico de compressdo, apresentaram
comportamento caracteristico de materiais porosos. Os testes de Citotoxicidade para
as estruturas de PCL puro e PCL/Mel 5% apresentaram viabilidade celular em torno
de 90%, caracterizando-as como nao téxicas quando em contato com as células,
viabilizando sua utilizacdo como biomaterial.

Palavras-chave: Estruturas tridimensionais. BioExtruder. Policaprolactona. Mel.



ABSTRACT

The field of tissue engineering encompasses the use of three-dimensional structures
able to simulate the ideal environment for accommodating, fixing, proliferation,
differentiation and cell orientation, to enable the growth and regeneration, in an
organized manner, of the new tissue. The Bioextruder system, relates low cost and
high reproducibility, and is capable of controlling the porosity of the structures, this
additive manufacturing technique has been commonly used to produce such three
dimensional structures. Thus, biodegradable biomaterials are the most efficient
alternatives for the development of these materials, such as polycaprolactone, a
synthetic polymer which has been widely used in tissue engineering. Honey has
physicochemical properties that directly contribute to its antibacterial, antibiotic, anti-
inflammatory and healing activities. Therefore, this study aimed to produce three-
dimensional structures of Polycaprolactone and Polycaprolactone/Honey by means of
the Bioextruder system, assessing the influence of honey in the polymer matrix. The
obtained structures were characterized by the following techniques: Scanning Electron
Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared  Spectroscopy (FTIR),
Thermogravimetry (TG), Differential Scanning Calorimetry (DSC), Porosity,
Compression Strength, Cytotoxicity and Cell Adhesion. Morphological analysis by
SEM showed structures with defined and interconnected pore sizes, and a regular
internal geometry, with porosity around 54%. By the FTIR results it was possible to
identify the characteristic absorption bands of each material, indicating that the
technique used for obtaining the three-dimensional structures did not cause chemical
changes in the material after processing. TG and DSC techniques showed that the
structures presented a stable thermal behavior, and analyzing the stress-strain curve
by the mechanical compression test, the characteristic behavior of porous materials
was observed. Cytotoxicity test for pure PCL structures and PCL / Honey 5% showed
cell viability around 90%, characterizing them as non-toxic when in contact with the
cells, enabling its use as a biomaterial.

Keywords: Three-dimensional Structures. BioExtruder. Polycaprolactone. Honey.
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1 INTRODUCAO

Diariamente inUmeras intervencdes cirurgicas sao realizadas com a finalidade
de substituir ou reparar tecidos e/ou 6rgaos danificados por doenca ou trauma. A
grande demanda por transplantes de 6rgaos e tecidos tem motivado inUmeras
pesquisas acerca de novas técnicas para a solugao destes problemas. A engenharia
de tecidos compreende um novo campo da ciéncia biomédica que pretende regenerar
tecidos danificados por meio da combinacao de células do corpo associadas a
estruturas porosas produzidas a partir biomateriais, que atuardo como suporte para a
regeneragao tecidual, guiando assim o novo tecido em desenvolvimento (O’Brien,
2011).

Em outras palavras, a engenharia de tecidos consiste, preferencialmente, no
desenvolvimento de uma estrutura tridimensional, com poros em variadas direcdes, a
partir de um biomaterial associado a células, para propiciar o processo de
regeneracao, guiando o novo tecido de forma organizada (Williams, 2004).

A estrutura tridimensional que guia o tecido fornece o suporte inicial para que
as células adiram, proliferem e diferenciem-se, formando assim uma matriz
extracelular, que mantém a integridade estrutural do tecido. Os biomateriais utilizados
no desenvolvimento de tais estruturas geralmente sdo biodegradaveis, naturais ou
sintéticos (Liu et al., 2007).

Para os implantes de longa durag¢do, com taxa de biodegradagao superior a um
ano, a policaprolactona (PCL) é um dos polimeros sintéticos mais utilizados. E um
polimero processavel, apresenta estabilidade térmica e quimica adequadas ao
sistema biologico, biocompatibilidade, baixa toxicidade, imunogenicidade e riscos de
infec¢des (Domingos, 2012).

A associacao de polimeros com outros materiais tem despertado o interesse
de pesquisadores pela possibilidade de, conjugando propriedades, mimetizar érgaos
e tecidos. Ha muito tempo o mel tem sido usado por diferentes culturas, e vem
ganhando reconhecimento como uma opg¢ao terapéutica no tratamento de feridas
agudas e cronicas, tanto pela variedade de estudos in vitro e in vivo quanto em
estudos de investigacdo que estdo sendo desenvolvidos. As propriedades

terapéuticas do mel estdo relacionadas a sua atividade antimicrobiana, anti-
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inflamatéria, antioxidante, acdo desodorizante e elevada taxa de cicatrizacao (Gethin
et al., 2008).

Entre os métodos de fabricacao de estruturas tridimensionais, duas tecnologias
podem ser empregadas: as convencionais e as nao-convencionais. A prototipagem
rapida esta inserida nas técnicas nao-convencionais de obtencdo de estruturas
tridimensionais porosas, e baseia-se na construgdo camada a camada de objetos
tridimensionais (3D) que, entre outros processos, pode ser feito por meio da extrusao
do material. Essa técnica apresenta maior precisdo no controle da dimensao,
geometria e arquitetura dos poros (Liu et al., 2007; Domingos, 2012).

Inimeras técnicas de processamento vém sendo desenvolvidas e estudadas a
fim de se obter estruturas tridimensionais para implantes na engenharia de tecidos
(Corden et al., 2000; Hou et al., 2003; Yoshimoto et al., 2003; Williams et al., 2005; Oh
et al., 2007; Malheiro et al., 2010; Elomaa et al., 2011), porém, apesar das técnicas
convencionais apresentarem algumas vantagens quando comparadas as nao-
convencionais, nao permitem um maior controle na fabricagdo das estruturas
tridimensionais, como por exemplo, uma rede de poros totalmente interconectada e
sua elevada reprodutibilidade (Hutmacher et al., 2001).

Associar a conjugacao de diferentes materiais, como a policaprolactona e o
mel, com uma técnica ndo-convencional, constitui-se na motivacdo deste trabalho,
onde pretende-se obter estruturas tridimensionais para aplicacdo na engenharia de
tecidos, avaliando a interacdo entre os materiais utilizados para a sua fabricagao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Engenharia de Tecidos

Desde os tempos mais primérdios a humanidade busca uma melhor qualidade
de vida para sua existéncia, sempre em busca de alternativas que aperfeicoem as
condicoes humanas (Figura 1). Na ansia de melhorias, o avanco da ciéncia
possibilitou o entendimento do meio biolégico, que foi vinculado a compreensao
cientifica da doenca e do trauma. Assim, materiais artificiais ou proteses para
substituicdo de membros, érgaos ou outros tecidos danificados foram desenvolvidos,
resultando na restauragdo parcial da funcao previamente perdida, bem como a
utilizagcado de um tecido como substituto para outro através de um transplante (Lanza
etal., 2011).

Figura 1 — Prétese de madeira para reabilitar individuo que teve o dedo amputado, h& cerca
de 3.000 anos (Jacoby, 2001).

Porém, de acordo com a Associacdo Brasileira de Transplante de Orgaos
(ABTQO), a doagéo e alocacao de 6rgaos, tecidos e células trata-se de um processo
que envolve inumeros fatores, desde a ndo autorizacao familiar até dificuldades na
manutencgdo e/ou demora na notificagdo ou diagnéstico da morte encefélica por parte

dos profissionais de saude, impossibilitando assim um aumento na taxa de
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transplantes no Brasil, que de janeiro a setembro de 2015 chegou a 33.139, como

mostra o Quadro 1.

Quadro 1: Numero de transplantes de érgaos soélidos, tecidos e células durante o periodo de
janeiro a setembro de 2015 (ABTO, 2016).

Orgdos
Coragdo
Figado
Pdncreas
Pancreas/Rim
Pulmdo
Rim

Total 5.891 1.021 4.870

ORGAOS
Total Vivo Falecido
264 264
1326 107 1219
18 18
72 72
53 3 50
4158 911 3247

PMP N2 Equipes

I
8,7
0,1
0,5
0,3

27,3

30
56

12

5
125

TECIDOS

Tecidos Total PMP
Cornea 10.494 69,0
Ossos 15.227 100,1
Valva 117 0,8
Pele 22 0.1

Total 25.860

MEDULA OSSEA

Células
Medula Ossea

Total Autdlogo Alogénico
1.388 830 498

PMP
21

N2 Equipes
48

Nesse cenario, e diante da problematica envolvida nos transplantes, emerge

a engenharia de tecidos, uma area multidisciplinar que envolve a utilizacdo e a

combinagao do conhecimento e da tecnologia das células, da engenharia de materiais

e de fatores bioquimicos, para a criacdo de dérgdos e tecidos artificiais, ou para

regenerar tecidos danificados em situagdes onde acredita-se que humanos adultos ja

nao tém esta capacidade (Williams, 2004; Liu et al, 2007).

A engenharia de tecidos combina estratégias que melhor aplicam os seus

principios, como por exemplo: o uso de células isoladas e previamente manipuladas

para substituir aquelas que eventualmente venham a perder a sua fungéo; a liberagcéao

de substancias estimuladoras, como fatores de crescimento e diferenciacédo; e o

desenvolvimento de estruturas tridimensionais (3D) para o cultivo, proliferacdo e



23

adesao celular in vitro, com a consequente vascularizacdo e amadurecimento do
tecido (Ma, 2004; Cheung et al, 2007; Senedese, 2011).

Deste modo, a engenharia de tecidos combina uma estrutura
preferencialmente tridimensional ou uma matriz, biocompativel e biodegradavel, com
células vivas e/ou moléculas biologicamente ativas (Figura 2), para dar forma a um
tecido de engenharia, que promova a reparacao e/ou regeneragao de outros tecidos
(Melchels et al, 2012; Domingos, 2012).
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Figura 2 — Utilizagao de estruturas tridimensionais como alternativa para promover o reparo
e a regeneragao de novos tecidos (Woodruff e Hutmacher, 2010).

Os tecidos do corpo humano sdo compostos fundamentalmente pelas células,
pelas matrizes extracelulares (ECM) que permitem a proliferacdo e diferenciacao
celular, e pelos fatores de crescimento. Portanto, para se ter um substituto bioldgico
eficaz, as estruturas tridimensionais porosas mimetizam as ECM, ou seja, o ambiente

natural onde as células se organizam nos tecidos (Tabata, 2005; Sampaio, 2012).

2.2 Estruturas Tridimensionais Porosas

As condigbes essenciais para que uma estrutura 3D desempenhe seu papel no
desenvolvimento de novos tecidos vém evoluindo ao longo dos anos, exercendo agora
fungcdes que vao além do suporte do novo tecido, mas também como substrato para
a adesao, crescimento, proliferacdo, migracdo e diferenciagcdo celular, e como
delimitador do espago para que ocorra a vascularizagdo, formagéao e remodelagem do
tecido em desenvolvimento (Domingos, 2012; Sampaio, 2012).

Devido a complexidade dos tecidos e as abordagens ainda em fases
experimentais, ndo € possivel definir parametros que estabelecam uma estrutura
tridimensional “ideal”’, pois deve-se considerar fatores que incluam propriedades

quimicas, morfolégicas, mecanicas e biolégicas adequadas, bem como
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biocompatibilidade, biodegradabilidade, apropriada taxa de degradacdo com
subprodutos nao téxicos, adequada arquitetura, tamanho de poro, porosidade e
interconectividade entre os poros (Hutmacher et al., 2004; Sampaio, 2012).

A Figura 3 ilustra algumas estruturas tridimensionais com diferentes
arquiteturas e que possuem potencial para serem utilizadas na engenharia de tecidos

como suporte celular para reconstituicao tecidual.

Figura 3 — Estruturas tridimensionais com diferentes arquiteturas e aplicabilidade na
Engenharia de Tecidos (Giannitelli et al., 2014).

Desse modo, os seguintes requisitos devem ser criteriosamente avaliados e
definidos, para se obter estruturas tridimensionais com o comportamento adequado a
sua utilizagao:

e Biocompatibilidade — sistemas biocompativeis sdo aqueles onde o material atua
como parte do corpo, mimetizando as fungdes vitais do organismo sem causar
reagdes inflamatérias ou danos ao paciente, ou seja, a interacdo entre o
material € 0 meio bioldgico deve ser aceitavel e estavel para terapias a longo
prazo (Woodruff e Hutmacher, 2010; Domingos, 2012).

e Biodegradabilidade - os materiais pelos quais as estruturas sao
confeccionadas devem apresentar uma taxa de degradacdo controlada e



25

compativel com a regeneracao do novo tecido, para que atuem como suporte
de carga e apoio ao tecido que esta sendo formado. Se essa taxa for acelerada,
podera ocasionar um comprometimento na integridade do novo tecido, que
estara susceptivel a esforcos incompativeis com os quais ele pode suportar.
Taxas de degradacdao mais lentas, por sua vez, ocasionam em esforgos
compressivos prematuros no tecido em desenvolvimento. Além disso, os
subprodutos de degradacédo devem ser aceitos pelo corpo humano, sem causar
efeitos colaterais ao paciente (Woodruff e Hutmacher, 2010; Sampaio, 2012).

Adesao celular — a adesao das células nas estruturas tridimensionais é
essencial para uma interacao desse sistema, porém, a similaridade entre a
matriz extracelular e a estrutura nao é obrigatéria para que ocorra essa adesao,
apesar de desejavel para uma maior eficacia no local do implante (Senedese,
2011).

Porosidade — por definicdo, a porosidade consiste no percentual de espacos
vazios no interior de um corpo sélido e independe do material pelo qual ele é
formado. Uma elevada porosidade permite um aumento na area superficial do
solido, resultando em melhor adeséo, migragéo e proliferagdo celular, assim
como a vascularizagao do novo tecido. A dimensao e geometria adequada dos
poros aliadas a uma estrutura com poros interconectados para difusdo de
nutrientes e residuos, sao parametros fundamentais para que haja viabilidade
celular e regeneracao tecidual (Domingos, 2012).

Propriedades mecéanicas — estas devem ser compativeis a localidade
anatébmica do implante e, deve ser suficientemente forte para permitir a
manipulagdo cirdrgica no momento da implantacdo. O desenvolvimento de
estruturas tridimensionais para aplicacées ortopédicas apresentaram grande
evolucao nas Ultimas décadas e, consequentemente, estas estruturas foram
produzidas com boas propriedades mecénicas e alta porosidade,
demonstrando assim um alto potencial in vitro. Porém, quando implantadas in
vivo, falharam devido a sua insuficiente capacidade de vascularizacao.

Portanto, a busca pelo equilibrio entre as propriedades mecénicas e a
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porosidade é essencial para que haja a infiltracao das células e vascularizagéao
dentro dessas estruturas (O’Brien, 2011; Sousa et al., 2013)

O suporte para o reparo e reconstrucao de um tecido ou érgao necessita de
uma estrutura compativel com o local, com o tamanho e com o tipo da lesao, e pode
ser aplicado seguindo dois mecanismos fundamentais. O primeiro trata-se de uma
estrutura capaz de suportar de forma fisica e mecéanica as células, desde a sua
insercao na estrutura, até o seu reimplante no organismo, ja com um tecido prematuro
em desenvolvimento. Dessa forma o conjunto (estrutura + células) proporciona
suporte ao crescimento celular e a solicitagdo mecéanica exigida a medida que a
estrutura é remodelada com a degradacao in vivo da mesma. O segundo mecanismo
envolve o implante no organismo de um tecido maduro ja formado. A estrutura
tridimensional utilizada é produzida contendo as propriedades mecanicas e tempo de
degradacao necessarios desde a insercdo das células até o bioreator, onde estas
proliferam na cultura in vitro a medida que a estrutura é degradada e reabsorvida até
a formacéao do tecido (Barbanti et al. 2005).

Atualmente, a técnica para deposicdo de células nas estruturas ainda é
manual e depende diretamente do manuseador, onde o0 seu controle e
reprodutibilidade é extremamente baixo, associado a baixas eficiéncias de deposicao
celular e distribuicdo homogénea ao longo da superficie e do interior da estrutura. Uma
alternativa para minimizar esses problemas tem sido a utilizagéo de bioreatores, que
permitem obter uma alta eficiéncia das estratégias de deposic¢ao e cultura celular com
uma distribuicdo celular homogénea, condicionamento mecéanico das células e
controle dos fluxos de oxigénio e nutrientes para as células e tecidos em
desenvolvimento. Porém, trata-se de uma técnica mais cara e com variaveis mais
complexas de controle (Domingos, 2012).

A tecnologia envolvida na producdo dessas estruturas tridimensionais esta
diretamente ligada ao biomaterial escolhido e ao processo utilizado para sua
confeccao (Hutmacher, 2001; Liu et al., 2007; O’Brien, 2011; Domingos, 2012).

2.3 Técnicas de Fabricacao de Estruturas

A prototipagem répida esta inserida entre as técnicas avancadas de manufatura

aditiva, como sendo uma alternativa viavel no controle detalhado sobre a arquitetura
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da estrutura que se deseja obter. Ao contrario dos processos convencionais de
subtracdo, que removem material de um bloco tridimensional, na fabricacao aditiva
constréi-se a peca final através da adicdo de camadas de material, a partir de um
modelo computacional em 3D. O modelo 3D é "fatiado" em camadas bidimensionais
(2D), e transferidos para o aparelho de fabricacao aditiva para a fabricacao do objeto
final. Algumas das técnicas de fabricacdo aditiva comercialmente disponiveis
utilizadas para obtencao de estruturas tridimensionais para aplicagdes em engenharia
de tecidos incluem: a sinterizacdo seletiva a laser (SLS), estereolitografia (SLA),
modelagem por fusédo e deposicao (FDM), deposicao precisa por extrusdo (PED) e
impressao tridimensional (3DP) (Yeong et al., 2004; Giannitelli et al., 2014).

Na modelagem por fusdo e deposi¢do, o material adequado é depositado no
recipiente da maquina, previamente aquecido, até a sua fusdo e em seguida é
extrusado através de uma agulha (Figura 4), camada por camada, até a completa
construgcao da estrutura desejada. Uma grande vantagem desse tipo de modelagem
esta relacionada a nao necessidade de se usar solventes organicos com potencial
toxico para fundir o material. Porém, é restrita ao uso de materiais termoplasticos com
viscosidade do fundido apropriada, sendo assim, células e outros fatores de
crescimento ndo podem ser integrados no processo de fabricacdo das estruturas
(Yeong et al., 2004; Liu et al., 2007).

Figura 4 - Sistema de extrusao para varios materiais (a) ou apenas um (b) (Domingos et al.,
2009).

O Instituto Politécnico de Leiria (Portugal) desenvolveu um equipamento

denominado BioExtruder (Figura 5), utilizado para fabricar estruturas tridimensionais
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pré-definidas e desenvolvidas a partir de um software especifico. Trata-se de um
sistema de baixo custo e alta reprodutibilidade, capaz de controlar a porosidade das

estruturas (Domingos et al., 2009).

Figura 5 — Sistema BioExtruder.

Essas estruturas sdo produzidas seguindo as estratégias de deposicao
apresentadas na Figura 6.

==

Figura 6 - Estratégias de deposi¢cdao do material no sistema BioExtruder (Domingos et
al., 2009).

2.4 Biomateriais

Os biomateriais utilizados na fabricacédo de estruturas 3D para a engenharia de
tecidos podem ser divididos na ampla categoria dos materiais sintéticos ou naturais,
e dos semissintéticos, que vém crescendo rapidamente. A maioria desses materiais
sédo adaptacdes de materiais previamente utilizados na area médica, como fios de
sutura, agentes hemostéticos e curativos (Liu et al., 2007).

De acordo com O’Brien (2011), na primeira Conferéncia de Consenso da
Sociedade Européia de Biomateriais (ESB) em 1976, um biomaterial foi definido como
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sendo “um material ndo viavel utilizado num dispositivo médico que destina-se a
interagir com sistemas bioldgicos”. Com o passar do tempo, € a consequente evolugao
acerca dos conhecimentos relacionados aos biomateriais, essa definicdo foi
reformulada de modo que, agora “trata-se de um material destinado a interagir com
sistemas biologicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgao
ou fungado do corpo”. Portanto, o conceito de biomateriais que antes era de apenas
interagir com o corpo, passa a influenciar os processos bioldgicos afim de se ter uma
regeneracao tecidual.

Chen e Liu (2015), definiram um biomaterial como sendo uma substancia
capaz, ou que tenha sido projetada para assumir uma forma que, por si s6 ou como
parte de um sistema complexo, é usado para dirigir, pelo controle das interagées com
0s componentes de sistemas vivos, a trajetéria de qualquer procedimento terapéutico
ou de diagnéstico, em medicina humana ou veterinaria.

Assim, a engenharia de tecidos baseada na producdo de estruturas
tridimensionais, é totalmente dependente do biomaterial escolhido para a sua
fabricacdo e, os mais utilizados nesse campo, pertencem a trés classes principais:
materiais poliméricos naturais, materiais poliméricos sintéticos e materiais ceramicos.
Os polimeros sintéticos apresentam estrutura mais flexivel devido a sua composicao,
e sao adaptaveis de acordo com as necessidades requeridas (Senedese, 2011;
Domingos, 2012).

Os biomateriais sao utilizados para inumeras aplicagbes, como em
biossensores, implantes, lentes intraoculares, suportes para regeneracao de tecidos,
sistemas para liberagcao controlada de farmacos e, de forma geral, para atuarem em
areas comprometidas do corpo. E, para que um biomaterial possa ser assim chamado,
deve ser capaz de estar em contato com tecidos do corpo humano sem causar danos,
ou seja, apresente biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioabsorcdo e
bioreabsor¢do (Sampaio, 2012).

Assim, um biomaterial biocompativel refere-se aquele que tem a capacidade
de atuar como suporte para uma adequada atividade celular, como facilitador de
sistemas moleculares e mecanicos de sinalizacao, a fim de otimizar a regeneragéo
tecidual sem que haja respostas indesejadas no local do implante. Nesse contexto,
Williams (2008) define biocompatibilidade como sendo a capacidade de um
biomaterial desempenhar uma funcéo especifica sem desencadear efeitos danosos,



30

tanto no destinatario quanto no beneficiario, porém, gerando a mais apropriada
resposta em cada situagao, em particular.

A biodegradabilidade de um biomaterial, por sua vez, é o termo utilizado para
produtos que sofrem degradacdo macromolecular e, cujos subprodutos se dispersam
in vivo, porém, ndo sao eliminados pelo organismo. No caso dos biomateriais
poliméricos, a biodegradacao acontece com a clivagem de ligac6es hidroliticamente
ou enzimaticamente sensiveis, que resultam na erosdo do polimero e na sua
classificacdo como hidroliticamente degradavel ou enzimaticamente degradavel
(Barbanti et al., 2005; Nair e Laurencin, 2007).

Os biomateriais bioabsorviveis, sdo aqueles capazes de se desintegrarem nos
fluidos corpéreos sem que haja clivagem da cadeia macromolecular ou diminuigao da
massa molecular. Dispositivos bioabsorviveis sao alternativas para a fixagdo interna
de fraturas, ligamentos e lesbes meniscais, pois, mantém a fixacdo, decompdem-se
gradualmente e as tensdes sao transferidas para o tecido de cicatrizacao. Além disso,
estes dispositivos ndo necessitam de uma intervencao cirdrgica para a sua retirada
(Rokkanen et al, 2000; Barbanti et al, 2005).

No caso dos biomateriais bioreabsorviveis, ha a completa eliminagcdo do
material e dos subprodutos de degradacdo. Nesse tipo de material a degradacéo
ocorre através da diminuicdo do tamanho do dispositivo, que sao reabsorvidos pelo
organismo e excretados pelo corpo (Barbanti et al., 2005).

2.5 Polimeros Biodegradaveis

Tanto os polimeros naturais (biopolimeros) quanto os sintéticos tém sido
largamente estudados como biomateriais poliméricos biodegradaveis, com o objetivo
de mimetizar fungbes da matriz extracelular e promover o desenvolvimento celular
durante a regeneragdo do tecido. Os polimeros naturais sdo considerados o0s
primeiros biomateriais biodegradaveis utilizados clinicamente, porém, a degradacéo
enzimatica in vivo desses materiais varia de forma significativa de acordo com o local
do implante, dependendo da disponibilidade e concentracdo das enzimas. Os
polimeros sintéticos, por sua vez, apresentam-se mais facilmente adaptaveis quanto
as suas propriedades e aplicagdes especificas in vivo, podendo formar estruturas
tridimensionais sélidas, estaveis e porosas que sao degradadas e reabsorvidas pelo
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organismo sob uma taxa controlada de tempo. (Hutmacher, 2000; Nair e Laurencin,
2007; Fidéles, 2014).

Polimeros sintéticos biodegradaveis apresentam maior biocompatibilidade
quando comparados a muitos biopolimeros, além disso, sdo largamente reproduzidos,
podem ser conformados sob condi¢ées controladas, geralmente sao biologicamente
inertes e apresentam maior uniformidade. Dispositivos implantaveis sdo comumente
fabricados a partir de polimeros biodegradaveis com degradacao hidrolitica, devido as
suas minimas variacdes locais e de paciente para paciente (Nair e Laurencin, 2007).

Alguns dos biomateriais poliméricos sintéticos biodegradaveis mais utilizados
na engenharia de tecidos sao os poliésteres lineares alifaticos — Poliacido glicélico
(PGA), Poliacido latico (PLA) e seus copolimeros Poliacido (latico-co-glicélico)
(PLGA), que se degradam através da hidrélise das ligagdes éster. Além destes, tem-
se ainda a Policaprolactona (PCL) e o Polihidroxibutirato (PHB) que também sao alvo
de pesquisa na engenharia de tecidos, porém, apresentam maior tempo de
degradacao e sao mais atrativos para implantes a longo prazo (Ma, 2004).

2.5.1 Policaprolactona

Os poliésteres biodegradaveis sintéticos foram adotados na cirurgia como
materiais para suturas e dispositivos de fixacdo 6ssea ha mais de 30 anos e
permanecem entre os polimeros biodegradaveis sintéticos mais utilizados. Todos os
polimeros dessa classe sdo insolUveis em agua, poréem, degradaveis por ataque
hidrolitico da ligagéo éster. Os polimeros dessa categoria (exceto o PGA) sédo soluveis
em uma gama de solventes organicos comuns e podem ser processados por uma
variedade de métodos térmicos e a base de solventes (Griffith, 2000).

A policaprolactona (PCL) foi um dos primeiros polimeros sintetizados pelo
grupo Carothers nos anos 1930 e tornou-se disponivel comercialmente como sendo
um dos polimeros sintéticos que podem ser degradados por microorganismos. Porém,
devido a sua lenta degradacéo, foi esquecido por algum tempo pelos pesquisadores,
que voltavam suas atengdes aos polimeros com tempo de degradagao mais curtos,
para utilizagdo como liberadores de farmaco. Com o surgimento da engenharia de
tecidos e 0 consequente avanco nesse campo, o PCL voltou a ser alvo de estudo uma
vez que possui boas propriedades reoldgicas e viscoelasticas, que permite a utilizacao



32

desse polimero na producgéo de estruturas tridimensionais para regeneracao tecidual
(Woodruff e Hutmacher, 2010; Senedese, 2011).

O PCL é um poliéster linear alifatico, semicristalino, hidrofébico, biodegradavel
e bioreabsorvivel, composto por unidades repetidas de hexanoato. Suas propriedades
fisicas, mecanicas e térmicas sdo dependentes do seu peso molecular e do seu grau
de cristalinidade, que pode atingir 69% e tende a diminuir com o aumento do peso
molecular, que geralmente varia de 3.000 a 80.000 g/mol. Apresenta temperatura de
transicdo vitrea (Tg) de -60 °C, o que caracteriza um estado borrachoso em
temperatura ambiente e ponto de fusado variando entre 59 e 64 °C, devido a natureza
cristalina do PCL, que permite a facil moldabilidade a temperaturas relativamente
baixas, e uma elevada temperatura de degradacgao (~350 °C) (Hayashi, 1994; Labet e
Thielemans, 2009).

Em temperatura ambiente apresenta-se soltuvel em cloroférmio, diclorometano,
benzeno, tolueno, ciclohexano e 2-nitropropano; fracamente solUvel em acetona, 2-
butanona, acetato de etila e dimetilformamida; e insollivel em alcoois e éteres (Lili,
2007; Domingos, 2012).

A Figura 7 apresenta a estrutura ciclica do monémero ¢-caprolactona (a) e a
unidade estrutural molecular do seu homopolimero PCL, constituida por cinco grupos
metileno apolares e um grupo éster relativamente polar (b).

a) 0 = b)
— 1 (CHa); C (8]
0
L dn
Caprolactone Poly{caprolactone)

Figura 7 - (a) Estrutura ciclica da e-caprolactona; (b) Poli(e-caprolactona) (Lakshmi, 2007).

Existem dois métodos de polimerizagdo do PCL: a partir da condensagéao do
acido 6-hidroxicapréico (6-hidroxi-hexandico) e a polimerizagéo por abertura do anel
da e-caprolactona (Woodruff e Hutmacher, 2010; Labet e Thielemans, 2009).

PCL é amplamente utilizado para a produgédo de estruturas tridimensionais
porosas para engenharia de tecidos, devido a sua biocompatibilidade,
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biodegradabilidade, estabilidade estrutural e propriedades mecanicas adequadas.
Porém, apresenta baixa bioatividade e baixa energia de superficie (alta
hidrofobicidade), resultando numa reducgao da afinidade celular e em pequenas taxas
de regeneragao de tecidos. Dessa forma, uma alternativa viavel trata-se da produgéo
de compositos para regeneracdo 0ssea a base de materiais ceramicos, a fim de
aumentar a resisténcia mecénica, osteocompatibilidade/osteocondutividade e a taxa
de degradacao dos implantes (Domingos, 2012; Patricio et al., 2013).

Domingos et al. (2009) produziram estruturas tridimensionais de
policaprolactona através do sistema de BioExtrusdo e observaram que os poros
estavam totalmente interconectados e com geometria e dimensdes regulares, sem
alteracdo do material devido as altas temperaturas e forcas de cisalhamento
envolvidas no processo de extrusdo. Resultados também mostraram um alto
percentual de proliferacao celular (>80%) indicando a auséncia de componentes
toxicos e a eficidcia do método.

Williams et al. (2005) produziram estruturas de policaprolactona pelo método
de sinterizacao seletiva a laser para reparacao 6ssea e cartilaginosa e obtiveram
resultados com grande potencial para a substituicdo desse tipo de tecido.

26 Mel

As propriedades medicinais do mel de abelha e outros produtos da colméia,
como por exemplo, polen, geléia real, propolis e larvas de abelha, tém sido
mencionados por suas variedades nas areas medicinais e nutricionais (Silva et al.,
2006).

O mel é uma solugdo aquosa concentrada de acgucares contendo
aproximadamente 200 substancias diferentes, sendo composto basicamente de uma
solucéo supersaturada em agucares, a frutose (38%) e a glucose (31%) sdo as mais
importantes, com teor de umidade de cerca de 17,7%. Ha também uma grande
variedade de outros componentes em menores quantidades, incluindo os &cidos
fendlicos e flavondides, glucose-oxidase, enzimas catalase, acido ascorbico,
carotendides, acidos organicos, aminoacidos, proteinas, e a-tocoferol, sais minerais,
vitaminas, os graos de podlen, as ceras e outros fitoquimicos, que desempenham um
papel vital, contra a acdo de deterioracao dos radicais livres nos organismos, que leva

a deficiéncia de antioxidantes nos organismos vivos. Os antioxidantes naturais sao
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eficazes contra a inflamacdo, doencas coronarias, queimaduras, envelhecimento,
cicatrizagcao de feridas, gastrointestinais e doencas do coracao. A composi¢cao do mel
¢ influenciada pelos tipos de espécies de plantas, o clima, as condicées ambientais e
a contribuicdo do apicultor (Martos et al., 2008; Manzanares et al., 2014; Noor et al.,
2014; Habib et al., 2014).

Figura 8 — Mel (Camargo et al., 2006).

As caracteristicas medicinais do mel tém sido documentadas na literatura
desde os tempos antigos, ao observar propriedades antimicrobianas nesse produto.
Este aspecto antimicrobiano ocorre devido a elevada viscosidade do mel que
proporciona uma barreira de protegéo evitando infecgdes (Mandal et al., 2011).

Além do seu efeito antibacteriano outras propriedades tém sido atribuidas ao
mel, como reducao de inflamacédo, neutralizagdo de maus odores, e cicatrizacao de
feridas (Vandamme et al., 2013).

O mel é higroscépico, o que significa que ele pode retirar a umidade do
ambiente e desidratar as bactérias, como também apresenta um elevado teor de
acucar. Ele também apresenta caracteristica osmética promovendo, portanto, a
diminuicdo do edema, pela absorcdo da umidade na regido, melhorando a
microcirculagdo indiretamente no local (Mandal et al., 2011; Couquet et al., 2013).

Na maioria dos méis encontra-se o peréxido de hidrogénio que € produzido pela
reacdo enzimatica devido a oxidagdo da glicose por glicose-oxidase, que é uma
enzima segregada pelas abelhas, possuindo a fungdo antisséptica. Méis n&o-
perdxido, no entanto, sdo menos comuns. (Couquet et al., 2013; Cooper, 2014).

O pH do mel é relativamente &cido, entre 3,5 e 6. Embora muitas bactérias
sejam capazes de suportar um pH baixo, o pH retarda ou elimina o crescimento de
certas espécies de bactérias patogénicas (Couquet et al., 2013).
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A sua cristalizacdo depende de inimeros fatores, tais como a origem (botanica
e geografica), temperatura, teor de umidade e teor de agucar. Altas concentracdes
de acucar total e D-glicose ou baixa quantidade de dextrina favorecem a cristalizacao
do mel. A temperatura € o fator ambiente principal que afeta a cristalizacdo. A
formacgao de nucleos cristalinos na primeira fase de cristalizacao acontece entre 5° e
8°C. A taxa de crescimento dos cristais € mais alta a temperaturas entre 13° e 17°C.
A temperatura de armazenamento nao so afeta a fase liquida, mas também a maneira
de cristalizacao, podendo ser formados cristais maiores em méis com menos nucleos
cristalinos, que tendem a precipitar-se no fundo do recipiente. Méis com umidade
inferior a 17% tendem a cristalizar mais rapido do que méis com 18%. Méis com
menos do que 30% de glicose raramente cristalizam (Silva et al., 2006; Escriche et al.,
2014; Camargo et al., 2006).

O mel é facilmente contaminado durante o seu processo de produc¢ao, portanto,
o mel de grau médico deve ser esterilizado, ndo por meio de aquecimento, mas por
meio de radiacao gama. Através deste processo, 0s microrganismos sao mortos sem
comprometer a atividade antibacteriana do mel de grau médico (Vandamme et al.,
2013).

Maleki et al., 2013 produziram malhas de nanofibras a partir de misturas
aquosas de poli (alcool vinilico) (PVA) e mel por electrospinning para aplicagdo como
curativos. Resultados mostraram que mel pode ser utilizado como um antibidtico

natural para melhorar a eficiéncia do curativo e aumentar a taxa de cicatrizagao.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local da pesquisa

A pesquisa foi realizada em duas etapas, sendo a primeira, a producao das
estruturas no Centro para o Desenvolvimento Rapido e Sustentado do Produto —
CDRsp, Instituto Politécnico de Leiria, Portugal; e a segunda, a caracterizagdo das
mesmas, no Laboratério de Avaliagdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste
— CERTBIO, situado na Universidade Federal de Campina Grande — UFCG, Campina
Grande — PB.

3.2 Materiais

e Policaprolactona em p6 (CAPA 6506) com peso molecular 50.000g/mol,
fornecido pela Perstorp Caprolactones (Cheshire, UK);

e Mel comercial produzido pela colmeia Belchior, Mértola, Portugal.

3.3 Procedimento experimental

A primeira etapa da pesquisa teve como objetivo preparar composicdes
homogéneas de PCL em p6 com diferentes concentracdes de mel e processa-las a
partir do sistema BioExtruder para se obter estruturas tridimensionais porosas e,
posteriormente, avaliar a melhor concentragédo do mel no biocompdésito. As estruturas
de PCL puro foram obtidas diretamente a partir do pd, sem que houvesse a

necessidade de fundir o material antes do mesmo ser processado.
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3.3.1 Preparacao e obtengido das composicdes

Primeiramente 12g do PCL em pé foi depositado em um almofariz refratario
aquecido até aproximadamente 85 °C por 15 min até que o po6 estivesse
completamente fundido para entdo adicionar o mel (Figura 9a). Diferentes
concentra¢des de mel foram adicionadas ao polimero e misturadas manualmente até
que uma mistura visualmente homogénea fosse obtida (Figura 9b).

Figura 9 - (a) Adicao do mel ao polimero; (b) Mistura homogénea PCL/mel.

3.3.2 Obtencdo das estruturas tridimensionais

Apos a obtengédo das composicdes, o biocompdésito foi inserido no depdsito do
sistema BioExtruder e aquecido até 85 °C por cerca de 45 min. Em seguida, o material
foi extrusado através da compressao de ar por uma agulha de aproximadamente 0,30
mm de diametro e o filamento depositado camada a camada (Figura 10a), com
velocidade de 20 mm/s, velocidade de rotacao do fuso de 13 rpm, dimensdes de 30 x
30 x 3,36 mm, arquitetura 0/90° e tamanho de poro de 350 um. A Figura 10b mostra
a estrutura finalizada.
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Figura 10 - (a) Deposicao do material, camada a camada e (b) estrutura tridimensional
obtida.

O fluxograma das etapas do trabalho € apresentado na Figura 11.

Preparagao das composi¢coes PCL/Mel - 5%, 10%, 20% e |
30%
(|

Escolha da melhor composicao

Obtencao das estruturas tridimensionais
(|

| Caracterizagoes |
Morfolégica | Quimica

Térmica | Mecanica ]_ Biologica

Figura 11 - Fluxograma das etapas do trabalho.

3.4 Caracterizacao das estruturas tridimensionais

As estruturas foram caracterizadas pelas técnicas de Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), Espectroscopia na Regi&do do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Termogravimetria (TG), Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC),

Ensaio de Porosidade, Ensaio Mecanico de Compressao, Citotoxicidade e Adesao
Celular.
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3.4.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O microscépio eletrénico de varredura € um aparelho que pode fornecer
rapidamente informagdes sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos
de uma amostra solida além de ser um dos aparelhos mais versateis disponiveis para
a observacdo e andlise de caracteristicas microestruturais. Alguns microscépios
eletrénicos de varredura permitem analisar pequenas amostras utilizando aumentos
de 300.000 vezes ou mais, devido a sua alta resolucdo, e formam imagens
tridimensionais da amostra, resultado da grande profundidade de campo do
equipamento (Dedavid et al., 2007).

As estruturas foram analisadas morfologicamente por MEV utilizando um
Microscépio Eletrénico PRO X Phenon com aumento de até 40000x, profundidade de
foco de 1 mm, resolucédo de 30 nm, tensdo de 15 KV, baixo vacuo e pressao variada
(1 a270 Pa).

3.4.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia € a ciéncia que estuda a interagdo da radiacao
eletromagnética com a matéria, e suas medidas sdo baseadas na quantidade de
radiacao produzida ou absorvida pelas moléculas ou atomos presentes na amostra de
interesse. A espectrofotometria na faixa do infravermelho apresenta-se como uma
poderosa ferramenta na identificacdo de compostos organicos e inorganicos puros,
devido a sua capacidade de identificar diferentes ligacées quimicas entre atomos
pelas deformacgdes rotacionais e vibracionais, as quais absorvem energia em
determinada frequéncia de ressonéancia, de acordo com as caracteristicas quimicas
dos atomos envolvidos (Souza, 2015).

Neste trabalho, as matérias-primas e as estruturas foram caracterizadas por
FTIR e registrados em um espectrofotdbmetro Spectrum 400, FT-IR/ FT-NIR
Spectrometer Perkin EImer — CERTBIO/UFCG na regido de 4000 a 650 cm™ no modo

ATR, com resolugdo de 4 cm™ e 16 varreduras.
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3.4.3 Termogravimetria (TG)

A Termogravimetria € uma técnica da andlise térmica que permite medir as
variacoes de massa de uma amostra durante o seu aquecimento (ou resfriamento) ou
quanto mantida em uma temperatura especifica.

O material e as estruturas foram analisados por TG utilizando um equipamento
termogravimétrico modelo Pyris 1 TGA da Perkin EImer — CERTBIO/UFCG, com faixa
de temperatura de 30 a 600 °C, razado de aquecimento de 10 °C/min, atmosfera de
nitrogénio e fluxo de 20 mL/min. Todas as amostras foram acondicionadas em cadinho

de alumina.

3.4.4 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A analise térmica por DSC permite medidas da diferenca de energia fornecida
a uma substancia e a um material de referéncia, em fungéo da temperatura, enquanto
a substadncia e o material de referéncia sdo submetidos a uma programacao
controlada de temperatura. Estas medidas fornecem dados qualitativos e quantitativos
em relacdo a mudancas fisicas e quimicas que envolvem processos endotérmicos e
exotérmicos.

Os materiais e as estruturas foram analisados em um equipamento DSC 8500
Perkin Elmer, com faixa de temperatura de 20 a 150 °C, razao de aquecimento de 10
°C/min, em atmosfera de gas nitrogénio e fluxo de 20 mL/min.

3.4.5 Porosidade

A porosidade das estruturas foi determinada a partir do método geométrico,
onde as amostras (n=3) foram pesadas e medidas. A densidade das estruturas

(pscafiolds) foi calculada a partir da seguinte equagéo:

Massa do scaf fold
Volume do scaffold

pscaffold = Equacao (1)
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Posteriormente, a porosidade total das estruturas foi calculada de acordo com
a equacao que segue, onde poé o valor da densidade tedrica da policaprolactona
(1,14 g/cm3):

pscaffold

Porosidade (%) =1 — p

Equacéo (2)

Com o auxilio do programa Imaged foi possivel verificar a distribuicdo do
tamanho dos poros das estruturas a partir de 40 medicbes, e avaliar se houve

influéncia da adicao do mel na porosidade dos scaffolds.
3.4.6 Ensaio Mecanico de Compressao

O ensaio mecanico de compressao foi realizado em uma maquina universal de
ensaios INSTRON, modelo 3366, com uma célula de carga de 10kN e taxa de
deformacgao constante de 1,0mm/min, obtendo o limito maximo de resisténcia e o
percentual de deformacdo maxima para a carga utilizada. A resisténcia a compressao
foi calculada a partir da divisdo entre a tensdo maxima e a area original. Foram
testadas trés amostras e o valor médio do modulo de Young com seu respectivo

desvio foi calculado para até 20% de deformacao.

3.4.7 Ensaio de Citotoxicidade

Como os biomateriais ndo devem causar reagdes adversas e nem lesar o
organismo do paciente, ha a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro
que possam detectar a toxicidade de dispositivos para uso em seres humanos,
principalmente aqueles de aplicagéo clinica (Rogero et al. 2003).

Os testes de citotoxicidade foram realizados com a finalidade avaliar a resposta
celular das estruturas de PCL puro e PCL/Mel 5% segundo a norma ISO 10993-5:
“Biological evaluation of medical devices — Part 5: Tests for cytotoxicity: in vitro
methods” através da viabilidade celular pelo método da redugéo do MTT [brometo de
3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio], que estabelece uma correlacédo entre a
atividade metabdlica celular e o numero de células viaveis em cultura in vitro,

utilizando células do tipo fibroblastos L929.
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3.4.8 Adesao Celular

A organizacao das células do corpo humano segue um padrédo tridimensional,
onde € necessario que haja a adesao celular para que ocorra 0 seu crescimento e
formacéao dos tecidos. Isso acontece de forma organizada, seguindo padrdes distintos
e varios mecanismos de adesao celular, responsaveis pela juncao das células entre
si e entre as conexdes do citoesqueleto e determinam a arquitetura geral do tecido
(Gumbiner, 1996).

Para o ensaio de adesado celular, primeiramente as estruturas foram
esterilizadas por 1 hora em UV, onde cada superficie da amostra foi submetida por 30
minutos a radiacdo. Posteriormente, as amostras foram colocadas em placas de 24
pocos e mantidas em estufa a 37 °C sob atmosfera de COz a 5%, por 24 horas. Em
seguida, as células da linhagem fibroblastica L929 foram plaqueadas diretamente
sobre as estruturas tridimensionais, com uma densidade celular inicial de 1x10°
células/pogo. Ap6s 7 dias de cultivo, as estruturas foram secadas em estufa a 37 °C
por 24 horas, recobertas com ouro, e a adesao celular foi avaliada pela observagao
da superficie das amostras por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). Células
cultivadas diretamente sobre a superficie da placa de cultura celular foram utilizadas
como referéncia. Para controle da interferéncia do meio de cultura no material foram

avaliadas matrizes 3D submetidas ao mesmo procedimento, na auséncia de células.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi utilizada neste
trabalho a fim de avaliar o aspecto morfolégico e geométrico das estruturas obtidas,
bem como a arquitetura dos seus poros.

A partir das imagens obtidas por MEV e do aspecto visual das amostras, foi
possivel estabelecer uma composicao padrao para dar continuidade aos ensaios. A
composicao escolhida foi a de 5% (Figura 12a), pois apresentou filamentos mais
homogéneos e regulares quando comparados as demais composi¢coes. Além disso,
as composi¢des com 10, 20 e 30% de mel mostraram-se Umidas visualmente,
indicando uma possivel migragdo do mel para a superficie das estruturas, como pode
ser visualizado também pelas Figuras 12b, 12c e 12d.

Figura 12 — Micrografias das estruturas de PCL/Mel com 5% (a), 10% (b), 20% (c) € 30% (d)
de mel em sua composicao.
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As demais analises foram realizadas nas amostras de PCL puro e PCL/Mel
5%. Assim, a morfologia superficial das estruturas de PCL puro foram analisadas por
MEYV e estdo apresentadas nas Figuras 13 (a) e (b). A Figura 13 (a) mostra a ultima
camada de deposicao dos filamentos, e a 13 (b) a primeira, que fica em contato com
a superficie da placa em que é depositado.

Figura 13 - Micrografias das estruturas de PCL puro: (a) ultima camada de deposi¢cdo dos
filamentos, aumento de 165x; (b) primeira camada de deposi¢do, que entra em contato com
a superficie da placa em que é depositado, aumento de 160x.

A partir das imagens obtidas por MEV, é possivel verificar que as estruturas
apresentaram uma geometria interna definida, mantendo o padrdo 0/90° de
arquitetura, com interconectividade entre os poros e distribuicdo uniforme entre si.
Porém, quanto aos filamentos, estes apresentaram intumescimento e uma certa
rugosidade e irregularidade em sua superficie (Figura 13a), que pode ser associada
ao cisalhamento e esforcos mecanicos que o material sofre no momento em que €
depositado, ou ainda, a falta de material no interior do depdsito, resultando assim na
descontinuidade do filamento. A Figura 13 (b) mostra uma superficie mais lisa e
uniforme, pois trata-se da primeira camada de filamentos a ser depositada e que entra
em contato com a superficie lisa da placa de deposicao. A presenca de pequenos
poros (setas vermelhas) também pode ser verificada e podem estar relacionados a
bolhas de ar aprisionadas no material durante a extrusdo, bem como ao processo de
remocao da estrutura da placa de deposicédo (Mota, 2008).

A Figura 14 apresenta a morfologia superficial das estruturas de PCL/Mel 5%.



45

Figura 14 — Micrografias da superficie das estruturas PCL/Mel 5%: (a) dltima camada de
deposi¢cdo com aumento de 160x; (b) primeira camada de deposicao indicando o tamanho
dos poros e aumento de 160x; (c) presenca de pequenos poros superficiais e aumento de
550x.

Com base na andlise morfoldgica das estruturas com 5% de mel, é possivel
observar a presenca de pequenas bolhas na superficie das amostras. Essas bolhas
podem ser associadas a migracdo do mel do interior das estruturas até a superficie
das mesmas, pela ma homogeneizagao das misturas ou pela quantidade de mel na

composicao.

4.2 Espectroscopia ha Regiao do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A analise por Espectroscopia do Infravermelho permite observar as bandas de
absorcdo caracteristicas dos materiais e das estruturas produzidas, a partir das
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vibracbes que os principais grupos da estrutura apresentam. A Figura 15 ilustra o
espectro das estruturas de PCL.

A partir da andlise dos resultados, pode-se identificar uma banda de forte
intensidade em aproximadamente 1725 cm™', caracteristica do alongamento do grupo
carbonila, presente na estrutura quimica do polimero. Bandas de absorcao também
sdo observadas em 2946 cm' e 2870 cm, correspondentes ao estiramento
assimétrico e simétrico do grupo CHy, respectivamente. A banda localizada na regiao
de 1238 cm™ e 1160 cm™' sdo referentes a vibragao assimétrica e simétrica do C-O—
C, respectivamente (Elzein et al., 2004; Senedese, 2011).

De acordo com Coleman e Zarian (1979), o fato de o PCL ser um polimero
semicristalino no estado sélido, pode-se assumir que seu espectro apresenta
contribui¢cdes tanto de sua fase cristalina quanto amorfa, que € o que se observa em
aproximadamente 1300 cm™, onde a banda caracteristica do estiramento C—O e C-C
na fase cristalina do PCL é identificada. J4 em 1107 cm, observa-se o estiramento
C-0 e C-C na fase amorfa do PCL.
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Figura 15 - Espectro de FTIR do PCL com suas bandas de absor¢ao caracteristicas.
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As vibracdes correspondentes aos principais grupos quimicos sao
apresentados na Tabela 1, e corroboram com os valores encontrados por Elzein et al.
(2004), Wu (2005) e Senedese (2011).

Tabela 1 - Vibragdes relacionadas aos principais grupos quimicos do espectro do PCL.

Posicao (cm™) Vibragao

2946 Estiramento assimétrico do CH»

2860 Estiramento simétrico do CH»

1725 Estiramento da carbonila

1300 Estiramento na fase cristalina de
C-0eC-C

1238 Estiramento assimétrico C—O-C

1160 Estiramento simétrico C—-O-C

1107 Estiramento na fase amorfa de
C-0eC-C

O espectro de infravermelho para a amostra de mel estudada pode ser
observado na Figura 16.

A partir da andlise dos resultados, é possivel identificar bandas de absorcao
em aproximadamente 918, 1043, 1110, 1254, 1321, 1411, 1641, 2932 e 3474 cm™'. A
regido entre 750-900 cm™ corresponde a regido anomérica caracteristica da
configuracdo dos sacarideos. As bandas encontradas em 904-1153 cm™ sdo
atribuidas ao estiramento do grupo C-O e C-C, enquanto as que sao identificados na
regido de 1474-1199 cm' podem ser atribuidas aos modos de flexdo dos grupos O—
C-H, C-C-H e C-O-H. A banda localizada em aproximadamente 918 cm™ é
caracteristica da ligagdo C-H dos carboidratos, e em 1043 e 1254 cm’, do
estiramento O—H no grupo C—OH, bem como o estiramento C-C na estrutura dos
carboidratos. Em 1110 cm™ localiza-se a banda correspondente ao estiramento da
banda C-O da ligagdo C-O-C e 1321 cm' tem-se a flexdo da ligagdo O-H do grupo
C-OH. Em 1411 cm™ é possivel observar a regido de absorgdo da combinacédo da
ligagdo O—H do grupo C—OH e da ligagdo C—H dos alcenos. A banda na regido entre
1500-1200 cm™ pode ser resultado da deformagéo da ligagdo —CH. e da deformacéo
angular de C—C-H e H-C-O (Anjos et al., 2014; Sivakesava e lIrudayaraj, 2001a,
2001b; Tewari e Irudayaraj, 2004).
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De acordo com Veladzquez et al. (2009) e Anjos et al. (2015), a regidao do
espectro entre 750-1500 cm corresponde a regido de absorcdo mais sensivel da
maioria dos monossacarideos presentes no mel, como a frutose e a glicose, e

dissacarideos como a sacarose.
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Figura 16 - Espectro de FTIR do Mel com suas bandas de absor¢éo caracteristicas.

A Tabela 2 apresenta um resumo das vibragdes correspondentes aos principais
grupos quimicos identificados no espectro do mel.

Tabela 2 - Vibrag¢des relacionadas aos principais grupos quimicos do espectro do Mel.

Posicdo (cm™) Vibracao
3474 Estiramento de OH
Estiramento da ligagdo C—H dos acidos
2932 carboxilicos e banda de estiramento do
NHs de aminoacidos livres
1641 Deformagéo de OH
1411 Combinacéo da ligacao O—H do grupo

C—-OH e da ligacdo C—H dos alcenos
1321 Ligacdo O—H do grupo C-OH
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Estiramento C-O no grupo C—OH, bem

1254 e 1043 como o estiramento C—C na estrutura
do carboidrato
1110 Estiramento da banda C—-O da ligacao
C-O0-C
918 Ligacdo C—H dos carboidratos

A Figura 17 apresenta o espectro de infravermelho para a amostra de PCL/Mel
5% e, a partir de sua andlise é possivel verificar a presenca das mesmas vibracdes
caracteristicas apresentadas nos espectros de PCL e mel, separadamente, porém,

com leves aumentos em suas intensidades, indicando que houve apenas o0 aumento

quantitativo dos grupos quimicos presentes.
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Figura 17 - Espectro de FTIR para a amostra de PCL/Mel 5%.

4.3 Termogravimetria (TG)

A Termogravimetria tem se mostrado a técnica adequada para investigar a
estabilidade térmica dos sistemas poliméricos, pois permite que se tenha o
conhecimento da degradacéo e 0 modo de decomposi¢dao do material sob a influéncia
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do calor (Mano et al., 2003). As Figuras 18 (a) e (b) mostram as curvas obtidas através
da TG das amostras de PCL e Mel.

a) b)

10 1000 [ el

80 4 800 -

60 600 -

40 400

20 200 | \
0+ 0+

T T T T T T T T T T T T T T

0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C) Temperatura(°C)

Figura 18 - Curvas TG para as amostras de PCL (a) e Mel (b).
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A partir do resultado obtido por TG para o PCL (Figura 18a), é possivel verificar
uma Unica etapa de decomposicao que se estende de 250 °C a 450 °C, com perda de
massa total acima de 93% e maximo em aproximadamente 360 °C. Esse evento é
caracterizado pela degradacao térmica do PCL. Estes resultados corroboram com os
que foram encontrados por Elzubair et al. (2006).

Para a curva TG do mel (Figura 18b), € possivel observar uma série de eventos
consecutivos que podem ser divididos em quatro etapas: a primeira etapa de
decomposicao apresentou uma perda de massa de 15%, que vai da temperatura
ambiente até cerca de 200 °C, com maximo em aproximadamente 160 °C, e esta
relacionada a eliminagdo da umidade e dos materiais volateis presentes no mel; a
segunda etapa ocorre entre 200 e 300 °C, com maximo em 250 °C e perda de massa
de aproximadamente 38%; a terceira etapa acontece entre 300 e 450 °C com perda
de massa de 22% e com um pico maximo em 420 °C; a quarta e ultima etapa
apresenta 23% de perda de massa com um evento que vai de aproximadamente 450
a 600 °C e maxima temperatura em 520 °C. As etapas de decomposi¢cao que ocorrem
entre 200 e 600 °C podem ser relacionadas a degradacdo térmica dos acgucares
presentes no mel, como a glicose, frutose e sacarose, a carbonizacao e a oxidagéao
da matéria orgéanica, sendo o produto final, estavel a 600 °C considerado como teor
de cinzas.

A Figura 19 apresenta os resultados de TG obtidos para as estruturas de
PCL/Mel 5%.
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Figura 19 - Curva TG para as estruturas de PCL/Mel 5%.

A partir dos resultados obtidos pelas curvas TG das estruturas de PCL/Mel 5%,
€ possivel observar trés eventos consecutivos: o primeiro com perda de massa de
aproximadamente 70% entre a temperatura ambiente e 360 °C, com maximo em 348
°C; o segundo evento ocorre entre 360 e 410 °C com perda de 18% de massa e
temperatura maxima em 400 °C; e o terceiro evento, ocorre entre 410 e 600 °C com
12% de perda de massa e com maximo em aproximadamente 500 °C.

Com a analise destas curvas, € possivel observar nos resultados do
biocompoésito PCL/Mel 5% que a presenca do mel provocou um pequeno
deslocamento na curva dos eventos térmicos do PCL, que indica uma diminui¢cao da
estabilidade térmica do polimero, uma vez que as temperaturas de degradacéo
tornaram-se menores em comparagao ao polimero puro. Apesar dessa diminuicao na
temperatura, a presenca do mel ndo causou mudancas significativas nas propriedades
térmicas do PCL, pois, como mostrado nos resultados de FTIR, ndo houve ligacado
quimica entre os componentes, e isto pode ser atribuido a baixa concentragéo de mel

na matriz polimérica.
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4.4 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

O DSC é uma analise em que se acompanha a variacao da energia entre a
amostra e a referéncia, mantendo-se a temperatura de ambas igual (Lili, 2007). A

Figura 20 (a) e (b) ilustram os resultados de DSC para o PCL e o mel, respectivamente.
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Figura 20 - Curvas DSC para o PCL (a) e para o mel (b).

A partir dos resultados obtidos para o PCL (Figura 20a), foi possivel verificar a
presenca de um pico endotérmico em 60,83 °C, caracterizado pela temperatura de
fusédo cristalina do polimero. Senedese (2011) e Domingos (2012) estudaram as
propriedades térmicas do PCL a partir da analise por DSC e seus resultados
corroboram com o0s que séo apresentados neste trabalho.

A Figura 20b apresenta uma curva tipica para uma amostra de mel, onde pode-
se observar duas transicbes na sua curva: a primeira trata-se de um fenémeno
endotérmico relativamente fraco entre 20 e 80 °C, que pode ser atribuido a eliminacéo
da umidade da amostra; a segunda transigao refere-se a um pico endotérmico mais
intenso, com maximo em 138,68 °C, referente a temperatura de fusao cristalina dos
acucares do mel. Cordella et al. (2002) e Cordella et al. (2003) estudaram o
comportamento térmico para diferentes tipos de méis e apresentaram resultados
semelhantes.

A curva DSC apresentada na Figura 21 ilustra o comportamento térmico de
estruturas de PCL com 5% de mel. Pode-se verificar que houve um pequeno
deslocamento no pico endotérmico de fuséo cristalina do polimero, com maximo em

63 °C, que pode ser atribuido a presenca do mel na matriz polimérica.
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Figura 21 - Curvas DSC para o PCL, Mel e PCL/Mel 5%.

4.5 Porosidade

A porosidade das estruturas foi avaliada a partir da Equacéo 1, pesando-as e
em seguida calculando o volume de cada amostra. Apds essa etapa, a densidade
aparente das estruturas foi calculada e o resultado aplicado na Equagéo 2, para se
obter a porosidade total das estruturas. As Tabelas 3 e 4 apresentam os resultados
obtidos a partir do método geomeétrico e séo referentes a porosidade das estruturas
de PCL Puro e PCL/Mel 5%, respectivamente.

Tabela 3: Porosidade das estruturas de PCL Puro.

Comprimento  Largura Altura Massa Porosidade
(mm) (mm) (mm) (9) (%)
Amostra 1 30,65 30,44 3,45 1,7912 51
Amostra 2 30,42 30,38 3,41 1,5965 56
Amostra 3 30,50 30,38 3,45 1,6893 54

Média 30,52 30,4 3,44 1,6923 54




Tabela 4: Porosidade das estruturas de PCL/Mel 5%.

54

Comprimento  Largura Altura Massa Porosidade
(mm) (mm) (mm) (9) (%)
Amostra 1 30,53 30,46 3,56 1,7565 53
Amostra 2 30,64 30,72 3,61 1,7922 54
Amostra 3 30,62 30,57 3,73 1,7823 55
Média 30,59 30,58 3,63 1,7777 54

A partir dos resultados apresentados é possivel verificar que ambas as

estruturas apresentaram uma porosidade média de 54%.

Com o auxilio do programa Imaged, identificou-se as porcentagens de

tamanhos de poros em relacdo a sua distribuicao de tamanhos a partir das imagens

por MEV (n=40). De acordo com a Figura 22, verifica-se que as estruturas de PCL

puro apresentaram 5 faixas de distribuicdo de poros, com tamanhos variando de

aproximadamente 150 a >300um, sendo a faixa de 250-300um com a maior

quantidade de poros, aproximadamente 39% deles apresentaram diametros nessa

faixa, seguida da faixa >300um, com cerca de 28% dos poros. Ja para a amostra de

PCL/Mel 5%, foi possivel verificar uma menor quantidade de faixas de distribuicdo de

poros, variando de 200 a >300um, sendo que 50% deles encontram-se na faixa entre

250-300um, como acontece para a amostra de PCL puro.
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Figura 22: Histograma de distribuicdo de poros em funcéo da distribuicdo de tamanhos de
poros obtidos por MEV para as estruturas de PCL puro e PCL/Mel 5%.
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Oh et al., (2007) desenvolveram estruturas tridimensionais de PCL para avaliar
a influéncia do tamanho dos poros nas interacoes celulares utilizando varios tipos de
células, como condrdcitos, osteoblastos e fibroblastos e, a partir dos seus resultados,
foi possivel verificar que as estruturas com tamanho de poro entre 290-310um
apresentaram uma nova formacao 6ssea mais rapida que as estruturas com outros
tamanhos de poros. Zein et al. (2002) utilizaram a modelagem de deposicao por fuséo
para produzir estruturas tridimensionais de policaprolactona e avaliaram o efeito da
porosidade obtida e sua relagcdo com as propriedades mecéanicas por compressao
baseando-se nesses parametros. Os resultados obtidos mostraram estruturas com
poros geomeétricos regulares, com tamanhos variando entre 160-700um, filamentos
com diametros entre 260-370um e porosidade entre 48-77% e resisténcia a
compressdo variando de 4 a 77Mpa, comprovando a relagdo existente entre as
propriedades compressivas e a porosidade.

4.6 Ensaio Mecéanico de Compressao

Fornecer um suporte mecanico adequado consiste em um dos principais
requisitos que um scaffold necessita para ser aplicado na engenharia de tecidos. Se
a estrutura produzida nao oferecer uma resisténcia compativel aos tecidos duros ou
moles do corpo humano, entdo qualquer tecido em desenvolvimento provavelmente
falhara devido a deformagéo excessiva a que estara submetido. Assim, inovacgdes nas
técnicas de processamento do material tém promovido melhorias no desempenho
mecanico das estruturas produzidas (Hollister, 2005).

Os ensaios mecéanicos de compressao realizados neste trabalho, tiveram o
intuito de apresentar as curvas tensdo-deformagéo das amostras analisadas e, a partir
delas, calcular o Médulo de Young (E).

As amostras de PCL puro e PCL/Mel 5% foram ensaiadas observando-se a
deformagdo maxima, tensdo maxima (limite maximo de resisténcia a compresséo) e
o médulo de elasticidade, que pode ser observado entre 10 e 20% de deformacao,
pois sua regido elastica pode ser visualizada em valores baixos de deformacéo.

A Figura 23 ilustra a curva tensdo-deformagéo para as amostras de PCL puro.
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Figura 23: Curva tensao-deformacgao para as amostras de PCL Puro.

As curvas obtidas para as amostras de PCL puro apresentaram o
comportamento esperado para materiais porosos sob compressdo. Cada curva
apresentou trés regimes distintos, sendo o primeiro um regime linear elastico até
aproximadamente 10% de deformagéao, que ocorre provavelmente em consequéncia
da compactacdo dos poros, seguido por um platd com deformacdo constante,
resultando, por fim, em um regime final com tens&o crescente. Este comportamento
da curva recebe o nome de densificagdo, caracterizado por uma maior resisténcia a
tensédo devido ao fato de as paredes dos poros tocarem umas nas outras. No caso
das estruturas analisadas, o alto grau de alinhamento dos filamentos permitiu uma
maior resisténcia mecanica a compressao, com valores médios do modulo de Young
atingindo 0,0628 MPa. Resultados semelhantes foram obtidos por Zein et al. (2002) e
Fideles (2014).

Para as amostras de PCL/Mel 5%, as curvas obtidas estdo ilustradas na Figura
24 e apresentaram um comportamento semelhante ao que ja foi exposto, porém

variando entre si.
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Figura 24: Curva tensado-deformacgao para as amostras de PCL/Mel 5%.

O comportamento apresentado pela curva tensdo-deformacao para as
amostras de PCL/Mel 5% pode estar diretamente relacionado a presenca do mel na
matriz polimérica, agindo assim como um lubrificante, que afasta as cadeias
poliméricas, diminuindo suas forgas de ligagdo e, consequentemente suas
propriedades mecanicas. Os valores do médulo de Young (E) para as amostras de
PCL puro e PCL/Mel 5% sé&o apresentados na Tabela 5, onde € possivel verificar uma

leve reducdo nos valores médios de E.

Tabela 5: M6dulo de Young (E) para as amostras de PCL puro.
Médulo de Young (MPa)

Amostra 1 0,0686 0,0460
Amostra 2 0,0642 0,0552
Amostra 3 0,0556 0,0368

Média 0,0628 0,046

Além do tipo de material, uma série de fatores influenciam as propriedades
mecanicas de uma estrutura porosa, bem como sua porosidade, tamanho e

distribuicdo de poros e interconectividade ao longo da estrutura. Assim, relacionando



58

os resultados obtidos para a resisténcia mecanica, porosidade e tamanho de poros
das amostras estudadas, pode-se sugerir que este tipo de estrutura pode favorecer o
crescimento tecidual de qualquer regidao que necessite de um suporte mecanico por
um periodo maior de tempo, uma vez que a Policaprolactona apresenta uma taxa de
degradacao mais lenta quando comparada a outros polimeros biodegradaveis
(FIDELES, 2014).

4.7 Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado a fim de se avaliar a viabilidade das
células do tipo fibroblastos L929 na presenca das estruturas de PCL e PCL/Mel, e esta
representado na Figura 25. As células em meio de cultura (RPMI-16400) foram
utilizadas como controle e sdo equivalentes a 100% de viabilidade.
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Figura 25 - Viabilidade celular dos scaffolds de PCL puro e PCL/Mel 5%

A viabilidade celular das estruturas de PCL e PCL/Mel 5% foi avaliada utilizando
o método da reducao do MTT. A partir dos resultados obtidos, é possivel verificar que
tanto as estruturas de PCL puro quanto as de PCL/Mel 5% apresentaram viabilidade
celular acima de 90%, caracterizando-os como n&o citotoxicos, de acordo com a
norma em que foi baseado o ensaio (ISO 10993-5), onde um material € considerado
nao citotéxico quando apresenta valores de viabilidade acima de 70% quando em
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contato com as células. Com isso, essas estruturas apresentam viabilidade celular

para ser utilizada como biomaterial.

4.8 Adesao Celular

Os ensaios de adeséo celular foram realizados a fim de verificar a capacidade
das estruturas em promover a adesao e possivel proliferagéao celular no periodo inicial
de 7 dias, com o objetivo de obter respostas que pudessem comprovar a eficacia do
material escolhido na engenharia de tecidos. Porém, com base nas micrografias
obtidas por MEV (Figura 26), pode-se verificar que nao foi possivel observar qualquer
sinal de prolongamento celular, que s&o caracteristicas evidentes do seu
desenvolvimento.

As imagens por MEV apresentam apenas regides de interconectividade entre
os filamentos da estrutura, regido que seria favoravel para a adesao, considerando a
superficie pouco porosa dos filamentos da estrutura. Tais respostas podem estar
relacionadas ao fato de as amostras nao terem ficado totalmente recobertas por
células, devido ao seu didmetro muito menor que o didmetro do pogo. Dessa forma,
as amostras entraram em contato com o meio de cultura apenas em uma superficie

e, em alguns casos, flutuando no meio, desfavorecendo assim a adesao celular.

CERTBIO5538 2016/02/29 14:22 L D28 x20k  30um CERTBIOS541 2016/02/29 1521 L D27 x2,0k  30um
PCL Puro PCL Mel 5%

Figura 26: Micrografias por MEV das estruturas de PCL puro (a) e PCL/Mel 5% (b) com
aumento de 2000x.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo principal produzir estruturas tridimensionais
porosas de PCL e PCL/Mel a partir do sistema Bioextruder. Assim, pode-se concluir
que as estruturas tridimensionais de PCL e PCL/Mel foram produzidas com éxito a
partir do sistema Bioextruder, mostrando ser um método de fabricacao reprodutivel. A
presenca do mel na matriz polimérica ndo provocou alteragdes significativas no
comportamento térmico ou quimico, quando comparadas as estruturas de PCL puro.

Devido ao aspecto superficial que as estruturas PCL/Mel 5% apresentaram,
esta composicao foi definida como padrao para as demais analises, por ter mostrado
uma superficie mais homogénea e regular, com pouca ou nenhuma migragdo do mel
para a superficie das estruturas. Os resultados obtidos a partir do ensaio mecanico de
compressdo mostraram curvas tensao-deformacdo com um comportamento tipico
para estruturas porosas sob deformacao constante e com resultados que indicam uma
possivel aplicacdo para regeneracao ossea.

Assim, os materiais produzidos apresentaram-se aptos a serem aplicados
como biomateriais, de acordo com a ISO 10993-5, pois apresentou viabilidade celular

acima do valor de 70% estabelecido pela norma.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante do exposto neste trabalho e sempre em busca da melhoria dos
resultados obtidos, para melhor aplicar as estruturas, sugere-se as seguintes ideias:

e Estudo mais aprofundado das propriedades quimicas e térmicas, tanto do PCL
quanto do mel;

e Utilizar um mel de grau médico;

e Definir uma aplicagcdo mais especifica quanto ao local que a estrutura poderia
ser aplicada;

e Variar os parametros de processamento para obtencao de estruturas, a fim de
se avaliar a influéncia desses parametros na morfologia e nas propriedades
mecanicas das estruturas;

e Realizar ensaios de degradacdo in vitro e outros ensaios bioldgicos para
verificar a eficacia dos materiais escolhidos para serem utilizados na
engenharia de tecidos.
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