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Resumo

A eletrofiacdo, € uma técnica bastante antiga, inicialmente desenvolvida
substituir a fabricacdo da seda, que fornece fios poliméricos de diametros de
dimensdes nanometricos e, por algum tempo, ficou bastante esquecida.
Recentemente, com o desenvolvimento da nanotecnologia, esse processo ficou
muito adequado para diversas aplicagbes tecnoldgicas, destacando-se a
engenharia de tecidos. Essa ciéncia envolve o uso de tecnologias das ciéncias
da vida, com as das ciéncias dos materiais. Portanto sdo produzidos através da
eletrofiacdo scaffolds (arcaboucos porosos) de polimeros ou compdésitos
biorreabsorviveis, que podem ser semeados com células dos tecidos que se
pretende regenerar. Através de condi¢des corretas (temperatura, pH, nutrientes,
marcadores celulares), o tecido se regenera, a medida em que o arcabouco
(scafold) se degrada. O processo de eletrofiacdo convencional é pouco
produtivo, pois possui uma Unica ponteira para saida do fio polimérico. Portanto,
um dos principais objetivos deste trabalho foi projetar e construir um
equipamento de eletrofiacdo mais produtivo e eficiente que o convencional. Foi
utilizado o processo de manufatura aditiva de metais a laser (DMLS) para
produzir a peca mais importante desse equipamento, que foi um cilindro com
piramides ocas, de modo a que cada piramide fosse uma ponteira para a saida
de nanofibras. Diversos acessorios foram desenvolvidos para o bom
funcionamento do equipamento de eletrofiagdo. Alguns deles funcionaram muito
bem, outros foram aperfeicoados com o decorrer do trabalho. O equipamento
avancado de eletrofiacdo funcionou bem, mas para uso continuo, necessita de
mais alguns aperfeicoamentos. Foram feitas algumas comparacdes entre o
funcionamento de eletrofiacdo convencional e o avancado. Verificou-se que a
média dos didmetros das nanofibras obtidas pelo equipamento avancado foi
menor que a do convencional e que a quantidade de fibras obtidas foi muito
maior. O segundo grande objetivo foi estudar possiveis aplicacdes das
nanofibras poliméricas em biomateriais. Foram feitos estudos bem sucedidos
com o0s seguintes polimeros: poliuretano (ortopedia), policaprolactona
(ortopedia, biodesign, cardiovascular, neurologia), poli (acido lactico) (ortopedia,
nanofibras condutivas). Também foram estudadas a producédo de nanoesferas
de policaprolactona, com possiveis aplicacdes em drug delivery. De modo geral
as aplicacdes possiveis nas nanofibras em medicina sdo muitas e outros
trabalhos podem ocorrer.

Palavras-Chave:

Nanofibras, Nanoesferas, Biomateriais, Engenharia de  tecidos,
Bioreabsorviveis, Biocompativeis, Eletrofiacdo.



Abstract

Electrospinning is a very old technique, which produces small polymer fibers and,
for some time, has been forgotten. Recently, with the development of
nanotechnology, this process become very suitable for several technological
applications, especially tissue engineering. This science involves the use of life
sciences technologies, as well as materials sciences. Therefore, scaffolds
(porous scaffolds) of bioresorbable polymers or composites, which can be
seeded with cells of the tissues to be regenerated, are produced by
electroporation. By away correct conditions (temperature, pH, nutrients, cellular
markers), the tissue regenerates as the scaffold degrades. The conventional
Electrospinning process is not very productive, since it has a single tip for the exit
of the polymer wire. Therefore, the main objective of this work was to design and
construct a more productive and efficient Electrospinning equipment than the
conventional one. The laser metal additive manufacturing process (DMLS) was
used to produce the most important piece of this equipment, which was a cylinder
with hollow pyramids, so that each pyramid was a tip for the exit of nanofibers.
Several accessories have been developed for the proper operation of the
Electrospinning equipment. Some of them worked very well, others fine-tuned as
the work progressed. The advanced electro-spinning equipment worked well, but
for continuous use, it needs some more refinements. Some comparisons were
made between the operations of conventional and advanced electrospinning. It
was verified that the average of the diameters of the nanofibers obtained by the
advanced equipment was smaller than the conventional one and that the amount
of fibers obtained was much greater. The second major objective was to study
possible applications of polymer nanofibers in biomaterials. Successful studies
have been made with the following polymers: polyurethane (orthopedics),
polycaprolactone (orthopedics, biodesign, cardiovascular, neurology), poly (lactic
acid) (orthopedics, conductive nanofibers). We also studied the production of
polycaprolactone nanospheres, with possible applications in drug delivery. In
general, the possible applications in nanofibers in medicine are many and other
works may occur.

Keywords: Nanofibers, Nanospheres, Biomaterials, Tissue engineering,
Bioreabsorbibles, Biocompatibles, Electro-spinning,
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1- INTRODUCAO
1.1 - Justificativas

A técnica da eletrofiacdo foi desenvolvida ha mais de 70 anos. A primeira
patente surgiu em 1938, usando uma solugéo de acetato de celulose. Entre 1938
e 1993 poucas publicacdes foram feitas neste tema. A partir de 1993 a técnica
foi praticamente redescoberta. Com o desenvolvimento da nanotecnologia, esse
processo ficou muito adequados para diversas aplicacdes tecnoldgicas,
incluindo a obtencdo de arcaboucos (scaffolds) para engenharia de tecidos,
obtendo-se poros com arquitetura apropriada (formato, tamanho e distribuicdo

adequada, além da interconectividade desejada).

A engenharia de tecidos envolve o uso de tecnologias da biologia
molecular e celular, combinando as vantagens da ciéncia dos materiais e
processamento a fim de produzir a regeneracéo de tecidos em situacdes onde
as células do paciente ndo tenham a capacidade de regeneracédo ao longo do
tempo.

Como se sabe, os grupos de células necessitam de estimulos externos ou
sinalizacdes bioquimicas para crescerem dentro de um arranjo tridimensional,
denominado arcabouco (scafold), como as células que compdem érgaos ou

tecidos o fazem.

Na eletrofiacdo, um polimero em solucéo é transformado numa matriz fibrosa
por aplicacado de uma diferenca de potencial muito elevada. As fibras formadas
distinguem-se das fibras obtidas pelos processos convencionais devido ao seu
didmetro reduzido (podem ser micrométricas, sub-micrométricas ou
nanomeétricas). A configuracdo padrdo do sistema de eletrofiacdo consiste de
uma fonte de alimentacdo de alta tensdo, uma bomba de seringa com seringa e
uma agulha metalica, e um coletor ligado a terra. Durante o processo de
eletrofiagdo, uma corrente de alta voltagem é aplicada para criar jato
eletricamente carregado de uma solugdo polimérica. A medida que este jato

viajar da ponta da agulha para o coletor, as moléculas de polimeros sé&o
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esticadas e o solvente evapora-se, e a fibra € gerada (VENTURELLI & GRIPA,
2008).

Apesar da grande versatilidade de aplicagbes das fibras produzidas por
eletrofiacdo, algumas desvantagens dessa técnica podem ser mencionadas,

podendo-se destacar a baixa produtividade do processo.
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1.2 - Objetivos

1.2.1 - Objetivos Gerais

Esta tese teve dois objetivos gerais:

A) - Desenvolver um equipamento de eletrofiacdo para nanofibras de

polimeros biocompativeis, visando melhorar a produtividade do processo.

B) - Desenvolver novas aplicacbes das nanofibras para uso como

biomateriais para construcdo de 6rgaos.

1.2.2 - Objetivos especificos

| - Projetar um equipamento avancado de eletrofiacdo para a producéo de

nanofibras

Il - Construir o equipamento avancado de eletrofiagdo com 0s seguintes

acessorios:

® Equipamento de iluminagéo

® Desenvolvimento de uma fonte de alta tenséo

® Desenvolvimento de um gabinete seguro para a eletrofiacéo

® Desenvolvimento de um equipamento de controle remoto
Bluetooth para controle de producao de nanofibras

® Desenvolvimento de um equipamento para obtencdo de
nanofibras alinhadas

® Montagem de um equipamento convencional e de um
equipamento avancado de eletrofiagao

® Comparacao entre os dois processos

[ll- Obtencéo de nanofibras orientadas a um Biodesign

IV - Obtencgé&o de nanofibras de poliuretano
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V- Obtencé&o de nanofibras de policaprolactona
VI- Obtencéo de nanoesferas de PCL
VIl - Obtencéo de nanofibras condutivas

VIIl - Obtencdo de nanofibras de poli acido lactico sintetizadas em

laboratorio e comercial (Comparacao entre as Duas)
IX - Obtencéo de nanofibras condutivas
X - Reconstituicdo de Cranios em Ratos com Nanofibras e Hidroxiapatita

Xl - Reconstituicdo de Cranios em Ratos com Nanofibras e Selante de

Fibrina
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2 - REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serdo comentados os principais biomateriais utilizados
neste trabalho, assim como serédo discutidos 0s conceitos de engenharia de
tecidos, eletrofiacdo, manufatura aditiva de metais e alguns casos de aplicacdes

de nanofibras da literatura.

2.1 - Biomateriais

Biomateriais sdo materiais destinados a interagir com sistemas
biolégicos, com a finalidade de tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido,
orgao ou fungéo do corpo humano( WILLIANS, 1987).

Os biomateriais, de natureza natural ou sintética, tém sido largamente
utilizados em sistemas diagnosticos e terapéuticos (AMARAL et al., 2003;
LANGER et al., 2004), podem ser usados temporaria ou definitivamente, com a

finalidade de melhorar ou substituir, parcial ou totalmente, tecidos ou 6rgaos.

Os biomateriais devem possuir as seguintes caracteristicas:
biocompatibilidade, resisténcia a corrosao, propriedades mecanicas adequadas

a aplicacao especifica, serem esterilizaveis, entre outras (OREFICE et al.).

As aplicacbes dos biomateriais incluem: a) a substituicdo de parte do
corpo que perdeu sua funcdo (quadril/fémur, joelho, coracado); b) corrigir
anormalidades (lesdo da medula espinhal); c). Melhorar uma funcdo (marca-
passo, stent; d) colaborar com uma cura (estrutural, sutura, liberacdo controlada

de farmacos); e) fornecer materiais para engenharia de tecidos (SOARES,2005).

Diversos tipos de biomateriais sdo utilizados, desde metais e suas ligas (
por exemplo aco inoxidavel austenitico, titanio e ligas de titanio, ligas de cobalto-
cromo, entre outras); ceramicas ( zirconia, alumina, hidroxiapatita, fosfato
tricalcico, biovidro, vitroceramicas, etc.); polimeros ( naturais como o colageno e

a quitosana e sintéticos como o poli acido lactico e a poli caprolactona); e os
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compositos ( geralmente de matriz polimérica e reforco ceramico, ambos
biocompativeis) (RATNER et al).

Biodegradavel € um termo utilizado para polimeros e dispositivos sélidos que
devido a degradacdo macromolecular sofrem dispersdo in vivo, mas sem a
eliminacdo dos produtos e subprodutos pelo organismo. Polimeros
biodegradaveis podem ser atacados por elementos bioldgicos de forma que a
integridade do sistema seja afetada, formando-se fragmentos ou outros
subprodutos de degradacdo, que podem ser removidos do seu local de acéo,
mas nao necessariamente do organismo (BARBANTI, et.al, 2004).

Materiais biorreabsorviveis sdo materiais poliméricos e dispositivos solidos
gue mostram degradacdo através da diminuicdo de tamanho e que sao
reabsorvidos in vivo: i.e., materiais que sédo eliminados por rotas metabdlicas do
organismo (BARBANTI, et.al, 2004).

Caracteristicas de Fisicas e Quimicas dos Biomateriais

As caracteristicas tisicas e quimicas sao extremamente importantes e devem ser

muito bem analisadas na escolha de cada biomaterial.

Na figura 1 temos por exemplo um grafico que mostra a resisténcia do
biomaterial em relacéo a sua densidade e comparando-as com diversos tipos de

tecidos.
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Figura 1 Comparacéo entre os diversos biomateriais quanto a sua resisténcia a compresséao e a
sua densidade (Adaptado de ASHBY, M.F., 1999).
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2.1.1 - Hidroxiapatita ( HA )

Hydroxyapalite

® Screwadsca @ Oxygen

Figura 2 Estrutura da hidroxiapatita ( fonte: https://hydroxyapatite.wikispaces.com/)

A hidroxiapatita (HAP) é um fosfato de célcio ceramico, cuja identificacédo
e uso estdo fortemente ligados a razdo dos atomos Ca/P. A sua forma
estequiométrica € Cal0(PO4)6(OH)2 cuja razdo de Ca/P é igual a 1.67. Todavia,
razbes préoximas de 1,5 podem ser relacionadas a composi¢cées estaveis. A
hidroxiapatita é classificada em funcéo da razdo molar Ca/P, que varia de 0,5 a
2,06, sendo que esta € influenciada pelo método utilizado na sua sintese, e
também pelo tratamento posterior a sintese realizada. As apatitas também sao
classificadas como biolégicas e sintéticas. As apatitas biolégicas, hidroxiapatita-
calcio, sdo apontadas como sendo deficientes de calcio, ndo estequiométricas,
impuras ou apatitas contendo carbonatos. Elas estdo contidas na fase mineral

dos tecidos calcificados como os dentes, esmalte e 0Ssos.

Jé a hidroxiapatita sintética, consiste em um material inorganico usado em

falhas 6sseas e como parte da fase mineral de tecidos calcificados.

Nos ultimos anos os compostos derivados do fosfato de célcio, em
particular a hidroxiapatita, tém sido objeto de intensas investigacdes como
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material de implante, como sistema de cobertura para superficies de estruturas
metélicas, como catalisador, suporte para catalisadores, fertilizantes, e no
tratamento de dgua. Esta diversidade de aplicacdes a torna objeto de inUmeras
pesquisas seja no desenvolvimento de novos materiais ou na melhoria da

tecnologia da sua fabricacao.

O método sol-gel é considerado um dos melhores métodos de sintese de
hidroxiapatita por permitir uma mistura a nivel molecular dos precursores de
calcio e fésforo e, consequentemente, induzir a formacédo de hidroxiapatita de
alta pureza e homogeneidade, utilizando baixas temperaturas de
processamento, com a producdo de particulas nanométricas, que favorecem a
integracdo 6ssea, por conduzirem a uma melhor resposta celular
(SOARES,2015).
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2.1.2 - Policaprolactona (PCL)

0
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Figura 3- Polimerizacdo de Caprolactona para Policaprolactona ( fonte: WOODRUFF,
HUTMACHER, 2010)

A policaprolactona (PCL) é um plastico biodegradavel elaborado a partir
de derivados do petréleo. Compde-se de uma sequéncia de unidades de
metileno, entre os que se formam grupos éster. Através desta estrutura muito
simples, uma rotagao ligeiramente limitada dos segmentos individuais da cadeia
€ possivel, o que leva a um ponto de transicdo vitrea muito baixo (-60°C). Trata-
se de um polimero semicristalino com ponto de fusdo de 58-60°C, baixa
viscosidade e facil processabilidade. A temperatura ambiente, a policaprolactona
de cadeia curta € amorfa e correspondentemente macia e gomosa. Devido a
estrutura uniforme, no entanto, cristaliza-se facilmente, o que resulta no reforco
do material. A policaprolactona cristalina assemelha-se ao polietileno na
estrutura cristalina. O PCL é altamente soltvel e combina-se bem com outros
plasticos, como a lignina e amida. Ademais, adere-se bem a um grande niamero
de superficies. Sua obtencdo € mais simples que outros biopolimeros, funde
facilmente e ndo é toxico. Sua aplicacéo principal € no campo médico como fio
para suturas. Como o homopolimero se biorreabsorve em aproximadamente 2
anos, desenvolveram-se copolimeros para acelerar a velocidade de
biorreabsorcéo, por exemplo copolimeros com DL- Lactide. A policaprolactona &
degradada por hidrdlise de seus vinculos ésteres em condicdes fisiologicas (tais
como no corpo humano) e, portanto, tem recebido uma grande atencé&o para seu

uso como um biomaterial implantado. Em particular, é especialmente
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interessante para a preparacdo de dispositivos implantaveis de longo prazo,
devido a sua degradacéo, que é inclusive mais lenta que a de polilactideo.O PCL
tem sido aprovada pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA) em
aplicacdes especificas utilizadas no corpo humano como, por exemplo, um
dispositivo para fornecimento de farmaco, sutura (vendido pela marca Monocryl)
ou barreira de adesédo. O Monocryl € uma sutura cirdrgica sintética e absorvivel,
fabricada e patenteada por Ethicon Inc. Compde-se de poliglecaprona 25, que é
um copolimero de glicdlido e E-caprolactona. A biocompatibilidade da PCL tem
sido muito estudada, especialmente do Capronor que € um dispositivo
anticonceptivo vélido durante 18 meses. O agente ativo € o progestageno
levonorgestrol, apresenta-se em capsulas subcutdneas que se colocam por
médio de uma cirurgia menor. Demonstrou-se que o polimero ndo é téxico,
exceto por uma pequena irritacdo no lugar do implante. Laminas de
policaprolactona também séo utilizadas como bolus (equivalente a tecido ceroso
colocado na superficie da pele) em radioterapia para homogeneizar ou modular
a faixa da dose de radiacdo de fazes externos. Como as laminas de PCL se
amolecem com agua quente e se voltam moldaveis, se podem aplicar em areas
dificeis como parede tor4cica, nariz, parétida ou qualquer superficie anatdbmica
irregular (RAMOS, 2011).
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2.1.3 - Poli Acido Lactico (PLA)
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Figura 4. - Unidade estrutural do polimero PLA (fonte: MOTTA, 2002)

O PLAou Poli Acido Lactico descoberto pelo quimico sueco Carl
Wilhelm Scheele, no leite coalhado, € um composto organico de funcdo mista,
acido carboxilico e alcool que apresenta férmula molecular C3HsOs. De acordo
com a IUPAC, o acido latico é conhecido como acido 2-hidroxipropandico ou
acido a-hidroxipropandéico. O &cido lactico pode ser sintetizado por via de
fermentacao (sintese de &cido oticamente ativo) ou por reacdo quimica (mistura
racémica). Na fermentacéo, o 4cido latico pode ser sintetizado através do acucar
do leite (lactose) com a bactéria Bacillus lactis &cidi; ou a partir do amido, do
acucar da uva (glicose) ou da cana de acucar (sacarose) utilizando Bacillus
Delbriicki. A obtencdo de &cido lactico por fermentacdo pode produzir os
isbmeros destrogiro ou levégiro, dependendo da enzima envolvida no processo.
A forma L (levégiro) difere da forma D (dextrogiro) pelo seu efeito em luz
polarizada (MOTTA, 2002).

O PLA é fabricado atualmente a partir da dextrose (agucar) extraidas de
materiais de fontes renovaveis. E o bioplastico ou biopolimero mais popular e o
anico atualmente produzido numa fabrica a escala mundial. O PLA pode ser

comparado com o PET-A e convertido nas mesmas linhas (moldacdo sopro,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Quimica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Su%C3%A9cia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carl_Wilhelm_Scheele
http://pt.wikipedia.org/wiki/Carl_Wilhelm_Scheele
http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_carbox%C3%ADlico
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ISBM e termoformacédo). Existem também graus com MFI elevado que podem
ser utilizados em aplicagcbes moldadas por injecdo onde pode representar um
substituto do poliestireno (PS).

Este biopolimero é também adequado para a extruséo de fibra onde pode

apresentar-se como um substituto do polipropileno (PP).

O PLA pode biodegradar em determinadas condicbes. Os produtos de
PLA podem ser compostados em instalacdes industriais onde o calor (70°C ou
mais) e a humidade (min 70% HR) podem ser controlados. O material é
higroscépico e necessita na maioria dos casos de secagem antes do
processamento (CARVALHO 2009).

2.1.4 - Poli (L-acido lactico) (PLLA)

0 . 0
%O\[{)\O}H TK/UYOT(LO}H
o) 20
PLLA PDLA

(Fonte: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S074960361530255X)

Figura 5 - Comparacéo da estrutura PLLA e PDLA

O PLLA é um dos polimeros biodegradaveis mais estudado nos ultimos
anos, com potencial para aplicacdo em embalagens. Trata-se de um poliéster
alifatico termoplastico, relativamente hidrofobico, que pode ser sintetizado a
partir de recursos renovaveis. E dito biodegradavel, pois em apenas 12 meses a
sua resisténcia a tracdo decai cerca de 50% e apdés 36 meses ele é

completamente convertido em substancias de massas molares menores.

Os produtos oriundos da degradacéo aerdbica do PLLA s&o o dioxido de

carbono (CO2) e agua, que sao absorvidos pelo organismo no caso de


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S074960361530255X
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aplicacbes como biomateriais, ou sdo liberados no meio ambiente se
descartados em solo. O CO2 liberado pela decomposi¢éo volta para o ciclo de
vida destes polimeros e durante a respiracao celular das plantas sao convertidos
em carboidratos que servem como fonte de carbono para a producéo do PLLA.
O PLLA, de forma estereorregular chamada levogiros, € um termoplastico rigido
com temperatura de transicdo vitrea, Tg, em torno de 60 °C, e temperatura de
fusao cristalina, Tm, entre 170 °C e 180 °C. Suas aplicacGes se aproximam do
poli(tereftalato de etileno) (PET) na area de embalagens e fibras para a industria

téxtil.

O poli (L-4cido lactico) tem chamado muita atencdo, pois pode ser
fabricado com um custo proximo ao dos polimeros que atualmente estdo em alta
no mercado, além de ter uma baixa ou praticamente nenhuma toxicidade e um
alto desempenho mecéanico que pode ser comparado ao polietileno, polipropileno
e poliestireno. Como biomaterial pode ser aplicado como fios para sutura,
capsulas transportadoras, suporte para crescimento de células, regeneracao
0ssea, etc.

2.1.5 - Poliuretano (PU)
OCN—R—NCO + —R'—
N
CN—R—NJ: —R’

& :

Figura 6- Esquema da sintese de um poliuretano

7

Poliuretano € um polimero que compreende uma cadeia de unidades
organicas unidas por ligagdes uretanicas. E amplamente usado em espumas
rigidas e flexiveis, em elastdmeros duraveis e em adesivos de alto desempenho,
em selantes, em fibras, vedagfes, preservativos, carpetes, pec¢as de plastico

rigido e tintas.
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Poliuretanos tem este nome porque sdo formados por unidades de
uretano, ou carbamato. A cadeia poliuretanica consiste de uma sequéncia
alternada de segmentos flexiveis e segmentos rigidos. Os segmentos flexiveis
se devem ao poliol que confere caracteristicas elastoméricas ao polimero. Os
segmentos rigidos se devem ao diisocianato e conferem propriedades como
dureza, resisténcia e tenacidade. Assim as caracteristicas de um polimero PU
dependem diretamente da natureza do isocianato e do polidl utilizados na
sintese, podendo ser preparados para aplicacdes especificas através da
variacdo de parametros como: extensao, distribuicdo de segmentos flexiveis e
rigidos, massa molar e grau de ramificacdo das cadeias. Estudos feitos com
diisocianatos mostram que poliuretanos preparados com diisocianatos linear
alifaticos sdo mais rapidamente degradaveis do que os PUs preparados com
diisocianatos aromaticos. As propriedades mecanicas destes polimeros estao
diretamente relacionadas a combinacdo dos constituintes das cadeias
poliméricas, tamanho dos segmentos flexiveis, razdo molar NCO/OH, tipo de
extensor de cadeia e presenca ou ndo de solventes na sintese. As propriedades
finais destes polimeros dependem da natureza do alcool utilizado na sintese,
influenciando propriedades como flexibilidade e caracteristicas de
processamento. De um modo geral, quanto mais flexiveis sdo os PUs, mais
suscetiveis sdo a biodegradacdo, por exemplo. Os polidis usados sé&o
basicamente de duas classes, derivados de poliéster e de poliéter. Os poliéteres
sdo usados em maior abrangéncia devido a disponibilidade de ampla faixa de
massa molar e caracteristicas como viscosidade, composi¢ao e funcionalidade.
Estes conferem aos produtos finais propriedades como resisténcia ao corte e ao
impacto, resisténcia a solventes e acidos e estabilidade a luz. Os poliésteres
foram os primeiros polidis usados no desenvolvimento dos poliuretanos [8]. Eles
apresentam pequena estabilidade hidrofilica e degradacéo frente a alcalis, o que
torna este tipo de polidl atrativo para uso na sintese de poliuretanos
biodegradaveis. Aliado a isto, os poliuretanos utilizados como biomateriais
possuem um carater de biocompatibilidade e caracteristicas fisicas e mecéanicas
que permitem o seu uso em dispositivos implantaveis como, balédo intraortico,
implantes mamarios, balées de angioplastia, dispositivos para cateterismo, entre

outros.
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2.2 - Engenharia de Tecidos

A Engenharia de Tecidos € a ciéncia aplicada que utiliza conhecimentos
de biologia, quimica e fisica para desenvolver tecidos artificiais. Pode ser
aplicada a producéo de pele artificial, cartilagens e tecidos 6sseos. Os tecidos
podem  ser produzidos fazendo crescer células sobre um

substrato biodegradavel.

Refere-se ao uso dos principios e métodos da engenharia e ciéncias da
vida para entender os fundamentos das relacdes estrutura-funcdo de tecidos
normais e patologicos e assim fundamentar o desenvolvimento de substitutos
biologicos para restaurar, manter ou melhorar funcdes de diferentes tecidos
(definicdo do National Science Foundation Workshop, 1988)

Muitas vezes € interessante que esses biomateriais possuam uma matriz
tridimensional, micro ou nanometricamente arquitetada para aumentar a
interacdo entre as células e tecidos (NERURKAR et al., 2007) e otimizar o papel
de carreadores de funcdes biolégicas que ocorrem em escala molecular com
auto grau de especificidade (SUI et al., 2007). Estas estruturas que servem de
suporte para o crescimento celular sdo chamadas de arcabouco (scafold)s,
também chamados de suportes porosos tridimensionais sédo constituidos de
materiais biodegradaveis e biocompativeis, geralmente polimeros ou ceramicos.
O primeiro objetivo de arcaboucos (scafolds) na engenharia de tecidos é simular

a matriz extracelular (LIAO et al., 2006).

Embora células tenham sido cultivadas, ou crescidas, fora do corpo por muitos
anos, a possibilidade de crescer tecidos tridimensionais complexos, literalmente
reproduzindo o design e funcdo do tecido humano, é um desenvolvimento
recente. A engenharia de tecidos nos Estados Unidos e no mundo tem a intencao
de cultivar virtualmente todo tipo de tecido humano - figado, osso, musculo,
cartilagem, vasos sanguineos, musculos do coracdo, nervos, ilhotas de

pancreas, e mais.

Para se criar um tecido substituto vivo, um namero pequeno de células pode

idealmente ser colhido do paciente usando uma técnica de biopsia e entdo
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cultivado em laboratoério. Estas células podem entdo ser expandidas em uma
matriz (biomaterial - arcabouco (scafold)) tridimensional, natural ou sintética, na
presenca de fatores de crescimento e diferenciagdo. Se providas com as
condicles e sinais adequados, as células irdo secretar varios componentes de
matriz extracelular para criar de fato um tecido vivo que pode ser usado como
tecido substituto a ser reimplantado no sitio defeituoso no paciente. A matriz
tridimensional deveria, em ultima instancia, vai degradar para prevenir certos
riscos que podem acontecer, a longo prazo, na presenca de qualquer material
estranho no corpo. Se células do paciente sdo usadas, entdo nao havera

nenhuma resposta de rejeicdo imune ao tecido implantado.

Os biomateriais mais utilizados para a confeccdo de arcabouco (scafold)s séo
polimeros biorreabsorviveis como a policaprolactona, o poli (acido lactico) o poli
(acido glicolico), entre outros. Diversas técnicas sdo utilizadas para se
confeccionar os arcaboucos (scafolds) poliméricos, podendo-se mencionar: a
inversao de fases, a ligacao por fibras, a evaporacgéo do solvente, a moldagem
por calor, a manufatura aditiva e a eletrofiacdo, como pode ser visto na figura 7
(ESPOSITO, 2014). Neste trabalho serdo estudadas arcaboucos (scafolds)

obtidos por eletrofiacao.

1 . 4
el 3
vaporacao fie sovenes »

lixiviacéo

Eletrofiacdo Manufatura aditiva

Moldagem por calor

(Adaptado de: ESPOSITO, 2014)

Figura 7- Processos de fabricacéo de arcabouco (scafold)s com polimeros
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2.3 - Eletrofiacao

2.3.1 - Historico da Eletrofiacao

De acordo com Stanger et al. (2005), em 1500, Willian Gilbert constatou
gue quando uma porcao de ambar era friccionada, de forma a acumular forca
eletrostatica, entrava em contato com uma gota de agua sobre uma superficie
seca ela se tornava conica. Mais tarde essa teoria foi complementada por Lord
Rayleigh. Lord demonstrou a grande instabilidade de gotas liquidas quando
submetidas a um campo elétrico. Em 1902 nos Estados Unidos, que John
Cooley, patenteou o sistema de electrospraying que se intitulou "Apparatus for
electrically dispersam fibres”, e consiste em uma camara preenchida com um
fluido que carregado eletricamente pela aplicacao de alta voltagem, produz fibras
gue sdo coletadas em uma segunda camara (JAWOREK, 2008), em funcdo O
jato que se formava quando séries de gotas se juntavam em consequéncia da
instabilidade de cargas eletrostaticas que superavam a tensdo superficial das
gotas. A eletrofiacéo foi patenteada em 1934 por Anton Formhals com o titulo de
“Process and apparatus for preparing artificial thread” (FORMHALS, 1934).
Anton partiu da utilizacdo de acetato de celulose como o polimero da fiacéo,
utilizou como solvente, uma solucdo de acetona/alcool a uma diferenca de
potencial de 57 kV (DEITZEL, 2001-2). O primeiro aparato desenvolvido por
Formhals era composto por um reservatério para fornecimento da solucao, um
dispositivo coletor para o alongamento e alinhamento das fibras depositadas e
uma fonte de alta tensdo em corrente continua com dois eletrodos posicionados
entre a saida da solucdo e o coletor. Em 1944, Formhals patenteou um novo
processo no qual a solu¢do de polimero se depositava diretamente sobre uma
base movel, a partir de um conjunto de agulhas contendo a mesma solucao
(FORMHALS, 1944), de acordo com a figura 8.
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Figura 8 - Esquema representativo do equipamento de eletrofiacdo. (Fonte: RAMAKRISHNA
et.al.,2005)

De 1964 e 1969, teve-se a definicao do “Cone de Taylor”. Geoffrey Taylor
observou que quando um fluido era colocado sobre um campo de alta voltagem
(TAYLOR, 1964), a carga injetada produzia uma for¢a oposta a tenséo superficial
do liquido e quando o campo elétrico aplicado aumentava ainda mais, a

superficie da solugéo se alongava formando um cone, de acordo com a Fig. 9.
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Figura 9 - Detalhe do Cone de Taylor (fonte: TAYLOR, 1964)

Em 1971, foram iniciados estudos, por Baumgarten, sobre como os
parametros e variaveis do equipamento e da solucao tinham influéncia sobre a
estrutura e a disposicao das fibras, investigando a correlagdo entre o diametro
das fibras, o comprimento do jato, a viscosidade da solucao, o fluxo e o gas do
meio. Em 1995, Doshi e Reneker (DOSHI e RENEKER, 1995), inclinaram a viséo
da eletrofiacdo para algo mais voltado para a area de nanotecnologia, mostrando
desta forma a potencial da eletrofiagdo para producdo de materiais
nanoestruturados. Assim, Doshi utilizou poli (oxido etileno) (PEO) como solucéo
para montar um modelo matematico sobre a formacédo das fibras e Reneker
utilizando cameras de video de alta velocidade. Neste estudo, foi verificado como
0 jato se ramificava ao longo do caminho entre a agulha e o coletor. De 1995 em
diante aumentou-se o numero de publicacbes descrevendo a influéncia das

condi¢cbes de processamento.
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2.3.2 - Descricao da Técnica

A eletrofiacdo é uma técnica na qual nanofibras sdo formadas a partir de
uma solucéo polimérica submetida a um campo elétrico. E uma técnica muito
versétil, pois possibilita a formacdo de fibras a partir de varios polimeros e
copolimeros (BEACHLEY et al., 2000). A eletrofiacdo é constituida de trés
componentes basicos: - fonte de alta tensdo em Corrente Continua (CC) ligada
eletricamente a um fluido (polimero diluido ou fundindo); - um dispositivo de
infusédo (“bomba”) para realizar a injegao do fluido armazenado numa seringa de
vidro dotada de uma agulha com ponta cortada perpendicularmente ao
comprimento; - coletor de material condutor, de cobre ou aluminio. Desta forma,
um eletrodo conectado a uma fonte de alta tensédo positiva (ou negativa) é
inserido na solugdo polimérica contida em um tubo capilar. Inicialmente, a
solucdo € mantida pela sua tensdo superficial na forma de uma gota na
extremidade do capilar. Com o aumento da tenséo elétrica, a superficie da gota
se alonga para formar um cone, conhecido como cone de Taylor. Quando as
forcas eletrostaticas superam a tenséo superficial, um jato carregado da solucao
na extremidade do cone é ejetado. Durante a trajetoria do jato, o solvente
evapora e o polimero solidifica-se, formando-se as nanofibras que se depositam
no coletor. A figura 10 mostra a foto de um equipamento de eletrofiagcdo da FEM
- UNICAMP (Laboratério do Prof. Marcos Akira D’Avila).

Figura 10 - Equipamento de eletrofiagdo da FEM-UNICAMP (Lab. Prof. Marcos Akira D’Avila)
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2.3.3 - Fatores que Influenciam a Eletrofiagéo

Alguns fatores podem afetar a eletrofiacdo, como por exemplo, a
concentracdo polimero/solvente, tenséo elétrica aplicada na solucéo, adicao de
sais na solucao, vazao de alimentacéo (saida da solucdo do capilar) e distancia
de trabalho (entre a extremidade do capilar até o coletor). Outros fatores que
também podem influenciar a eletrofiacdo que sdo os parametros da solucéo
polimérica, como a viscosidade, tensdo superficial, condutividade e constante
dielétrica, e os parametros do equipamento, como a tenséo aplicada, vazao da
seringa, distancia da ponta da agulha ao anteparo e o efeito do material do
coletor (MILLAS et al., 2012).

Portanto, procurar otimiza-las e combina-las é essencial para alcancar a
morfologia e tamanho de fibra desejadas. A vantagem em utilizar a eletrofiacao
na Engenharia de Tecidos € devida a varios aspectos, mas principalmente por
fornecer uma alta area superficial e uma alta porosidade podem ser alcangadas

para uma melhor incorporacéo e perfusao celular.

Existem trés grupos de parametros que podem ser controlados e que
afetam o processo de eletrofiacdo e a arquitetura morfolégica das fibras
resultantes (MILLAS, 2012). Sdo os parametros da solugdo polimérica, os
parametros de processo ou de equipamento e 0s parametros ambientais
(SALLES, 2013). Os parametros da solucdo polimérica sdo principalmente
viscosidade, tensdo superficial e condutividade elétrica. Os parametros de
processo sao tensao aplicada, vazao da seringa e distancia entre a ponta da
agulha e o coletor das fibras. Os parametros ambientais sdo temperatura e
umidade ambiente (SALLES, 2013). A seguir sdo descritos todos os parametros

citados e como eles influenciam na eletrofiacao.
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2.3.3.1 - Parametros da Solucao Polimérica

As propriedades da solugédo, incluindo a tensao superficial, peso
molecular do polimero, concentracéo, viscosidade, volatilidade e condutividade
elétrica, ttm uma importante influéncia no processo de eletrofiacdo e na
morfologia das fibras. A tensao superficial desempenha um papel importante na
formacéo de defeitos ao longo da extensao da fibra. A viscosidade da solucéo e
a condutividade elétrica determinam a extensdo do alongamento do jato fibroso
que, por sua vez, tem influéncia sobre o diametro das fibras. Contudo, os efeitos
das propriedades da solucéo séo dificeis de isolar, uma vez que a alteracao de
um parametro pode afetar as outras propriedades da solugéo. Por exemplo, a
variacdo da concentracdo afetard a tensdo superficial, como também a
viscosidade. (HUANG et al., 2003; BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

a) Viscosidade da Solucéo

A viscosidade é a propriedade fisica que caracteriza a resisténcia de um
fluido ao escoamento ou a deformacdo por cisalhamento em funcdo da
temperatura (DIARMID et al., 2001). Geralmente, a viscosidade da solucao esta
relacionada com o grau de emaranhamento das cadeias moleculares do
polimero na solugdo. Quando a viscosidade da solu¢cdo € muito baixa, pode
ocorrer electrospraying (formacao de micro gotas), em vez do jato fibroso. Com
baixa viscosidade, onde geralmente as ligacdes da cadeia polimérica sdo de
menor intensidade, ha uma maior probabilidade de obter fibras onduladas, em
vez de fibras lisas. Portanto, fatores que afetam a viscosidade da solucéo
também afetardo o processo e as fibras dele resultante (KULKARNI et al., 2010).
A uma baixa concentracao (Figura 5a) ndo houve formacéo de fibras, somente
a deposicao de gotas de solucdo no coletor; a uma concentracdo meédia do
polimero (Figura 5b) houve deposicao de fibra, mas ainda ha gotas ‘beads’ na
estrutura; e a uma concentracao 6tima (Figura 5c) os filamentos se depositaram

uniformemente e ndo houve formagao de ‘beads’ (defeitos na forma de gotas).

O peso molecular do polimero reflete no comprimento médio das cadeias
poliméricas, tem um efeito direto na viscosidade da solugéo, jA que esta sera

fungcdo do nivel de emaranhamento das cadeias poliméricas no solvente.
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Similarmente ao aumento do peso molecular, um aumento na concentracao ira
resultar em um maior entrelacamento das cadeias poliméricas na solucao, o que
€ necesséario para manter a continuidade do jato durante o processo de
eletrofiacdo (RAMAKRISHNA et al., 2005).

b) Tensé&o Superficial

A tenséo superficial refere-se a tensdo aproximada na camada superficial
de um fluido. Quando a solucdo se encontra hum estado de equilibrio, as
moléculas no interior dessa solucdo sdo solicitadas igualmente em todas as
direcbes pelas forcas de atracdo das moléculas vizinhas. As moléculas da
superficie do fluido sofrem apenas atracao lateral e inferior. Devido a interacao
conjunta destas forcas, existe uma tensdo na superficie que faz a mesma

comportar-se como uma membrana elastica (MOORE, 1976)

O inicio da eletrofiacdo requer que a solucdo carregada eletricamente pela
aplicacdo de um campo elétrico supere a tensao superficial da gota que se forma
na ponta da agulha e sob a influéncia das cargas eletrostaticas, as moléculas de
solvente tendem a se espalhar sobre as cadeias emaranhadas do polimero
(DOSHI, 1995). Segundo Fong H. et al (1999) o etanol por ser um solvente de
baixa tensao superficial pode ser adicionado para incentivar a formacéo de fibras
lisas e mais uniformes. Outra sugestdo proposta por Zeng et al (2003) para
reduzir a tensdo superficial é a adicdo de surfactante a solucéo. Ele diz que
mesmo quando um surfactante insolluvel é disperso em uma solucéo na forma
de pé fino, a morfologia das fibras também €& melhorada. Teoria também
confirmada por Lin T. (2004) que observou alteracdes na reologia e na
condutividade, além da tenséo superficial quando adicionado um surfactante. Os
surfactantes diminuem a tensao superficial da solucdo e ajudam a aumentar a
interacdo entre o solvente e as cadeias do soluto, evitando a ocorréncia de
granulos (beads) na superficie das fibras. Pode ser que os Oleos naturais
incorporados as nanofibras neste trabalho facam esse papel; diminuindo a
tensdo superficial as cadeias ficam mais esticadas e interconectadas por
solvente e 6leo, numa relacdo estavel e pouco energizada, ndo endotérmica. Na

presenca de surfactantes o solvente se distribui sobre as cadeias do polimero
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emaranhadas. Sem a adicao de surfactantes o solvente tende a se agregar sobre
a acao da tenséao superficial. (Adaptado de RAMAKRISHNA et al.,2005)

c) Condutividade Elétrica

A condutividade de uma solucdo é determinada pela capacidade de
movimento (em massa) dos ions presentes na solugdo ou ainda, a facilidade com
que a solugao é capaz de conduzir uma corrente elétrica” (PORTELA, 2010).
Solugcbes com alta condutividade terdo maior capacidade de carga do que
solugcbes com baixa condutividade. Dentre as trés caracteristicas que o0s
solventes devem ter para o sucesso da eletrofiagcdo, Ohkawa et al. (2009) citou
a semi-condutividade ou capacidade de carga moderada. Condutividade elétrica
da solucdo é determinada principalmente pelo tipo de polimero, solvente
utilizado, e da disponibilidade de sais ionizaveis. Verifica-se que com o aumento
da condutividade elétrica da solugéo, existe uma diminuigdo significativa no
diametro das nanofibras eletrofiadas, enquanto que com baixa condutividade da
solucéo, resulta em alongamento insuficiente do jato pela forca elétrica para
produzir fibras uniformes e livres de granulos. Em sintese, geralmente, o
aumento da condutividade elétrica da solugcéo ou a densidade de cargas é usado
para reduzir e uniformizar o diametro das fibras e, a0 mesmo tempo, diminuir o
namero de defeitos (BHARDWAJ, KUNDU, 2010). A adicdo de sal i6nico
demonstra efeito sobre a morfologia e didametro das fibras eletrofiadas. Sais
iGnicos tais como KH2PO4, NaH2P0O4, e NaCl produzem fibras livres de granulos
e com diametros relativamente menores que variam de 200 a 1000 nm
(RAMAKRISHNA et al., 2005; KULKARNI et al., 2010).
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2.3.3.2 - Parametros do Processo ou do Equipamento

Os parametros do processo ou também chamados de “externos”
(RAMAKRISHNA, 2005) sdo também importantes, pois junto com os parametros
da solucéao discutidos na sessao anterior, afetam a formacéo e a morfologia das
fibras. Aqui serdo discutidos: a tensdo (voltagem) aplicada, a vazdo da bomba
de deslocamento positivo, a distancia da ponta da agulha ao coletor e o efeito do
material do coletor (MILLAS, 2012).

a) Tensao Aplicada

Os investigadores tém sugerido que, quando maiores tensdes sao
aplicadas, ndo ha mais ejecao de polimero e isto facilita a formacao de uma fibra
de didmetro maior (ZHANG et al., 2005). Outros autores relataram que um
aumento na tensdo aplicada (isto €, através do aumento da intensidade do
campo elétrico), aumenta a forca eletrostéatica repulsiva sobre o jato de fluido que
em ultima andlise, favorece a diminuicdo do diametro da fibra. Na maioria dos
casos, uma tensao mais elevada; provoca um maior alongamento da solucéo
devido a maiores forcas eletrostaticas no jato, bem como um forte campo elétrico
e estes efeitos conduzem a uma reducao no diametro da fibra e também uma
rapida evaporacdo do solvente a partir dos resultados da formacéo de fibras em
uma tensdo mais alta. Ha também uma maior probabilidade de formacdo de
defeitos. Assim, a tensdo influencia o didmetro da fibra, mas o nivel de
significancia varia com a concentracdo da solucdo de polimero concentracédo da
solucéo e da distancia entre a ponta e a placa coletora (BHARDWAJ, KUNDU,
2010).

b) Vazao da Seringa

A vazdo ira determinar a quantidade de solucdo disponivel para a
eletrofiagdo. Para uma dada tensdo ha uma vazéo correspondente que faz com
que o Cone de Taylor se mantenha estavel e ndo deixe a solugéo se solidificar
na ponta da agulha, nem pingar na superficie do equipamento por excesso de
solucéo antes do jato se formar. Quando a vazao € maior, ha um aumento no

diametro da fibra, porém existe um limite para isso, pois a vazado tem que ser
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correspondente a taxa que a solucao é levada pelo jato, que € correspondente
ao aumento de cargas (ZHONG et al., 2002). Devido ao grande volume de
solugéo que sai da ponta da agulha, o jato leva um tempo maior para evaporar.
Os solventes residuais podem se fundir as fibras, formando redes. A menor
vazao € mais desejavel para o solvente ter tempo para evaporar (YUAN et al.,
2005).

c) Distancia entre a ponta da agulha e o coletor

Uma distancia minima é necessaria para dar as fibras tempo suficiente
para evaporar o solvente antes de atingir a placa coletora, caso contrario, com
distdncias que sdo proximas ou demasiado longe, os granulos tém sido
observados (SILL, RECUM, 2008; KULKARNI et al., 2010). Um importante
aspecto fisico da eletrofiacdo de nanofibras € a evaporacéo do solvente utilizado
para dissolver o polimero, assim, deve haver distancia 6tima entre a ponta da
agulha e a placa coletora que favoreca este processo para melhorar a producao
de nanofibras livres de granulos (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

2.3.3.3 - Parametros Ambientais

Além de parametros de solucao e de processamento, ha também parametros
ambientais que incluem umidade e temperatura, estes tém sido conduzidos para

examinar os efeitos de parametros ambientais sobre o processo de eletrofiacao.
a) Temperatura

Com o aumento da temperatura, ha um rendimento de fibras com diminuicao
do diametro e atribuem esse declinio devido a diminuicdo da viscosidade das
solugdes do polimero com o aumento da temperatura. H& uma relacéo inversa
entre viscosidade e temperatura (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

b) Umidade

Aumentando a umidade pode ocorrer um surgimento de pequenos poros

circulares na superficie das fibras, aumentando ainda mais a umidade, conduz
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coalescéncia aos poros. Verifica-se que em niveis muito baixos de umidade, um
solvente volétil pode secar rapidamente como a evaporacdo do mesmo. Em
consequéncia, 0 jato necessita de mais tempo para secar. Por outro lado, a
liberdade de movimento das cadeias poliméricas € maior perante temperaturas
elevadas, resultando na menor viscosidade da solucdo. Pelo principio de
funcionamento da eletrofiagdo, a condutividade elétrica aplicada durante o
processo é responsavel pelo prolongamento e distensdo do jato polimérico.
Como tal, esta distensado € contrariada pelas for¢as viscosas, em conjunto com
a tensao superficial. Se a viscosidade da solucdo diminuir em funcédo de uma
temperatura mais elevada, a taxa de distensdo aumenta e consequentemente
formam-se fibras de diametros menores. Assim, a partir da solucéo e parametros
de processamento, 0os parametros ambientais também podem afetar o processo
de eletrofiacdo (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

A tabela 1 apresenta alguns problemas observados na eletrofiacdo, as

provaveis causas e sugestdes para resolve-los.
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Tabela 1 - Indicios de Causas e Sugestdes para Solucéo de Problemas
Observados na Eletrofiacdo (MEDEIROS, et al, 2008; THOMPSON, et al.
2007; VRIEZE, et al. 2009; MEDEIROQOS, et al. 2009; PICCIANI et al., 2011)

Problema Observado

1. | Auséncia de jato

2. | Coagulacéo na ponta injetora

Jato de eletrofiacédo presente,

8. mas sem formacao de fibras

4 Jato formado mas as fibras néo
" | se depositam no coletor

5 Jatos multiplos na ponta

injetora

6.  Fibras imidas

Agrupamento dos jatos da
eletrofiacao

Possivel Causa

Solvente ndo condutor

Coagulagéo na ponta injetora

Evaporacdo muito rapida da
solucéo

Aspecto viscoso da solugéo

Concentracéo da solugao ou
peso molecular muito baixos

Baixa viscosidade

Coletor ndo condutivo

Condutividade elétrica elevada
da solugéo

Fibras ndo estdo secas quando
chegam ao coletor

Polarizagao das cargas
elétricas no jato

Solucgéo Sugerida

Corrigir a solug&o para deixa-la com maior
condutividade

Ver item 2.

Usar solvente com ponto de evaporagcéo
menor.

Corrigir solugdo com solvente de maior
ponto de ebulic&o.

Usar revestimento de gas.

Usar uma blenda polimérica

Alterar solvente que ndo cause aspecto
gelatinoso.

Aumentar campo elétrico.

Usar uma blenda polimérica.

Aumentar temperatura da solugéo.

Usar um revestimento anular de gas para
facilitar a formacéo do jato.

Aumentar concentracao da solugéo ou peso
molecular.

Trocar coletor.

Para coletores em formato de placas finas,
inserir eletrodos condutivos embaixo do
coletor

Soprar ar ionizado na superficie do coletor.

Trocar o solvente por outro de menor
condutividade.
Usar pontas injetoras de menor diametro.

Usar solvente mais volatil.
Aumentar a distancia entre injetor e
anteparo.

Usar solvente de menor condutividade.
Trocar anteparo por outro de menor
condutividade.

Usar coletor rotativo.

Aumentar umidade do ambiente em que
ocorre 0 processo.
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2.4 - Manufatura Aditiva de Metais

A manufatura aditiva (MA) € um processo de juncdo de materiais para
construcédo de objetos a partir de dados de modelos tridimensionais, sendo o
contrario dos processos de subtragdo de material, como a usinagem (norma
ASTM F2792, 2012). Segundo Volpato (VOLPATO et.al., 2006, 2017)
manufatura aditiva € um processo de fabricacdo através da adicdo de material
em forma de camadas sucessivas, isto €, baseado no principio de manufatura
por camadas. Essa tecnologia permite fabricar componentes, protétipos,
modelos, pecas finais, em 3 dimensbes (3D), com informacfes obtidas
diretamente do modelo geométrico gerado no sistema CAD (Computer Aided

Design) de forma rapida, automatizada e flexivel.

Embora existam diversos equipamentos de manufatura aditiva, nesta tese
foi utilizado o DMLS - Sinterizacado Direta de Metais a Laser (EOS M280),

utilizando-se o p6 da liga Co-28Cr-6Mo fornecida pela fabricante do equipamento
(figuras 11.a e 11.b).

a) b)
Figura 11 a) Equipamento DMLS; b) amostras saindo do equipamento DMLS.

A manufatura aditiva de metais por laser possui algumas vantagens, na
fabricacdo de pecas metdlicas, podendo-se mencionar: producdo de geometrias

complexas; ndo é necessaria fixacdo da peca; minimizacdo da intervencéo do
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operador; etapa Unica de fabricacdo; possibilidade de customizacéao;

equipamento Unico; reaproveitamento do pé néo utilizado.

Também deve-se mencionar algumas desvantagens: anisotropia de
propriedades, segundo a diregcdo de construcdo; precisdo e acabamento
inferiores a usinagem; alto custo dos equipamentos; pecas de tamanho limitado;

tensao residual nas pecas.

2.5- Casos Médicos Descritos na Bibliografia

Serdo discutidos neste sub-item alguns casos observados na literatura
que foram solucionados com o uso de nanofibras poliméricas. Esta tese pode
contribuir com solucdes semelhantes, utilizando os equipamentos aqui
desenvolvidos, usando alguns produtos nacionais, como por exemplos

fitoterapicos.
2.5.1 - Aplicacbes na Area de Queimaduras

Um estudo realizado por Highton e colaboradores (HIGHTON, et. al.,
2013) avaliou uma pele sintética substituta para queimaduras parciais em 33
criancas (entre 5 meses a 11 anos), produto comercial de nome Suprathel® ,
que segundo a literatura trata-se de um copolimero PLDLA ( copolimero de L e
D acido lactico) com algumas adic¢des. Este produto reduziu significativamente a
dor, aderiu rapidamente a ferida, protegendo-a contra infeccfes. Nenhuma
reacao alérgica foi observada. A capacidade do polimero ser reabsorvido
rapidamente facilitou a cura. A média de tempo de cura das queimaduras foi de
16 dias. As figuras 12a- 12d apresentam as fotos de um dos pacientes tratados
nesta pesquisa. A recuperacao ocorreu 18 dias apoés o tratamento, sendo que no

tratamento convencional demoraria 3 meses.



12.b

12.c
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12.d

Figura 12 - Bebé queimado: a) antes do tratamento, b e c) etapas intermediarias, d)
recuperacao de bebe queimado 18 dias apés o tratamento.

2.5.2 - AplicacBes na Area Veterinaria

A empresa NanoFiber Solutions™ desenvolve e comercializa nanofibras
3-D como arcabougo (scafold)s para medicina regenerativa e engenharia de
tecidos. Estes arcabouco (scafold)s sé@o feitos de 100% materiais sintéticos
aprovados pela FDA, da familia dos PLLA (copolimeros e blendas
biorrebsorviveis), permitindo que sejam utilizados para uma infinidade de
aplicacbes clinicas, tanto para seres humanos, como para animais, como
cavalos, bufalos, caes e gatos. Essas nanofibras replicam a matriz extracelular
encontrada naturalmente no corpo que fornece um suporte estrutural para guiar
o crescimento, fazendo com que as células se repliguem e se diferenciem in vivo
para formar um tecido funcional. Este produto pode ser usado como curativo
para feridas e suturas, base de enxerto alogénico, ou substituto temporario da
pele. O periodo de reabsorcao in vivo é de aproximadamente 4 semanas.

Exemplo 1 - Em um ensaio realizado em um cavalo chamado Jax, o
NanoCareV™ ajudou a curar uma ferida crénica. Esta ferida desenvolveu-se

devido a necrose por pressdao como resultado da bandagem durante o

tratamento de um grave esmagamento de calcanhar. Apos mais de trés meses



51

de bandagens compressivas e terapia com esteroéides, a ferida ainda nao havia
cicatrizado. No entanto, com este produto a base de naonofibras poliméricas
aleatorias, a ferida curou em apenas um més. O procedimento incluiu a
semeacdo de células estaminais autélogas no no arcabouco (scafold)
(PITTMANN, 2013). A Figura 13 mostra a ferida de necrose por pressao cronica:
A) imediatamente apos enxerto de NanoCareVTM semeado com células-tronco

autologas derivadas da medula 6éssea e B) 4 semanas depois.

Figura 13 apresenta a lesdo antes e depois do tratamento com nanofibras (Fonte : PITTMAN,
2013).

Exemplo 2 - NanoCareV™, uma malha para cicatrizacéo de feridas, melhorou o
tempo de cicatrizagdo em um ferimento metastatico profundo. Sally, um cavalo
de um quarto de seis anos, emaranhou um pedaco de arame em volta do seu
traseiro esquerdo. Ela foi encontrada dois dias depois com um ferida profunda.
Os veterinarios removeram o fio, limparam e enfaixaram a ferida durante quatro
dias antes de aplicara malha de nanofibras ( com orientagdo aleatoria). Eles
garantiram a malha diretamente na superficie da ferida com cola de tecido e, em
seguida, aplicaram um suporte de fibra de vidro para imobilizar a ferida durante

trés semanas. Os resultados foram muito satisfatérios apés esse periodo,
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conforme pode ser visto na figura 14.a (antes do tratamento) e 14.b( depois do
tratamento) .

a) b)

Figura 14 - Ferimento profundo em cavalo a) 4 dias de seguimento com bandagens, antes de
colocar as nanofibras; b) apés 3 semanas com nanofibras e suporte de fibra de vidro removido
(Dr. Galen Johnson, Johnson Veterinary Clinic, LLC, North Lewisburg, OH, USA, http://www.
Nanofibers soluction.com acesso em 02/02/2018).

Exemplo 3 - Esse € um caso de enxerto para regeneracdo de tenddes e
ligamentos. Um arcabouco (scafold) chamado NanoLigV™ feito com nanofibras
alinhadas, para engenharia de tecidos usando polimeros biorreabsorviveis de
PLLA ( copolimeros e blendas). Esse produto ndo possuem nenhum derivado de
animal,permitindo que sejam usados para uma infinidade de aplicagbes. As
nanofibras replicam a matriz extracelular que fornece nivel de tecido suporte
estrutural em todos os organismos multicelulares. O NanoLigV™ é um enxerto
desenvolvido para uso em reconstrucdo de tenddes e ligamentos. E n&o-
biorreativo e elimina a necessidade de colheita autloga. Isso simplifica os
procedimentos e reduz o tempo de recuperacdo do paciente. O periodo de

reabsorcgéo in vivo é de aproximadamente 9 meses.
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Em um procedimento em um cavalo com laminite, chamado Phoenix,
NanoLigV™ semeado com as células-tronco derivadas da medula éssea do
cavalo foram enxertadas sobre o flexor profundo tendao apds o corte para aliviar
0 estresse na lamina. Isso fez com que o tendéo se curasse de forma controlada
e linear, reduzindo a cicatrizacéo aleatoria e subsequente perda da mobilidade
dos membros associada a este procedimento. O cavalo foi totalmente restaurado
para um vida normal. A figura 15.a mostra as células tronco mesenquimais
crescendo nas naofibras alinhadas. A figura 15.b apresenta o tamanho do
enxerto das nanofibras poliméricas. A figura 15.c apresenta a regeneracao do

tendéo e ligamento.
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Figura 15 - Tratamento de tend&do de cavalo com nanofibras orientadas

a) Células mesenquimais crescendo sobre as nanofibras alinhadas
b) Dimenséo do tend&o feito de nanofibras alinhadas
¢) MEV das nanofibras alinhadas

(Fonte: Nanofibers... Is the backthrougth? The equine veterinarian, July/August 2012, 2, pp.18-
24).
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3 - PESQUISAS REALIZADAS

Serdo descritas neste capitulo as pesquisas realizadas bem como os

resultados e a metodologia utilizada.

3.1 - Desenvolvimento de um Equipamento Avancado

Para a Producédo de Nanofibras - EqQuipamento Principal

3.1.1 — Objetivo

Desenvolver um equipamento capaz de produzir nanofibras de diversos
Polimeros de maneira segura, pratica e rapida. Comparar com 0s métodos

tradicionais.
3.1.2 - Descricao da Metodologia Empregada

O equipamento foi desenvolvido dentro dos laboratérios da Faculdade de
Engenharia Mecénica da Unicamp com o auxilio de alunos da graduacao e do

Colégio Técnico da Unicamp.

Figura 16 - Cilindro Com Piramides Ocas Projetado Pelo Software Inventor (Fonte: Feito Pelo
Autor)
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Figura 17 — Dimensoes (Fonte: Feito pelo Autor)

Figura 18 - Detalhes dos Cilindros (Fonte: Feito pelo Autor)
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CILINDROS COM PIRAMIDES OCAS

POLIMERO

Figura 19 — Esquema bésico de Funcionamento (Fonte: Feito pelo Autor)

Devido a complexidade desta peca, sua construcao so foi possivel através da
manufatura aditiva de metais a laser (DMLS).

Tabela 2 - Parametros de producéo dos cilindros, com piramides ocas
pelo equipamento EOSINT M280, da empresa EOS GmbH:

Poténcia do laser: 200V

Diametro do feixe de laser: 100-500 pm

Velocidade de varredura: até 7,0 m/s

Espessura da camada: 20um

Atmosfera: Nitrogénio

Liga metélica: Co-28Cr-6 Mo

Cddigo da liga da EOS: EOS Cobalt Chrome MP1
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3.1.3 - Resultados Obtidos, Observagoes e
Discusséo

O modelo convencional de Eletrofiacdo apresenta diversas limitacdes que
tornam a técnica dificil de ser trabalhada. Uma das limitagbes do processo
tradicional € a lentiddo na formacdo da fibra polimérica que desafia o
escalonamento da producéo de nanofibras na industria.

Este trabalho teve o objetivo de avaliar um novo processo de obtencéo
deste material, que consiste na substituicdo da seringa de injecao da solucao por
um dispositivo com multiplas ponteiras de injecdo. Este dispositivo € um cilindro
impresso de maneira 3D em Cobalto-Cromo com formas piramidais ocas ao
longo de sua superficie (figuras 20 e 21).

A técnica consiste na acoplagem deste cilindro a um rotor e imergi-lo na
solucdo polimérica. Durante a rotacao, a solugdo entra nas piramides ocas por
tensao superficial e a carga elétrica se acumula no topo das piramides por uma
reacao denominada “Efeito das Pontas”. Ocorre ali um efeito semelhante a ponta
da seringa, ou seja, a condicdo eletrostatica permite a formacédo do Cone de
Taylor que libera um fio polimérico em direcdo ao anteparo coletor.

O desenvolvimento do equipamento injetor de polimero é um ponto critico
da inovacao no processo de eletrofiacdo, porque é ele que garante a formacao
de multiplos jatos, que aumenta a produtividade da fibra.

O modelo inicialmente testado (figura 22-a) apresentava rotacdo manual
e as piramides eram grandes, ndo formando os jatos poliméricos de maneira
adequada. Um novo modelo foi desenvolvido, com piramides menores, e design
modificado para aumentar a superficie de contato com a solucéo (figura 22-b),
tornando o processo mais eficiente. O acoplamento inadequado entre o cilindro
e o rotor gerava instabilidades no processo, pois ocorria flambagem do cilindro
que ndo permitia a uniformidade dos jatos da eletrofiacdo. O equipamento
deixava de produzir nanofibras apds alguns minutos de funcionamento, por
motivo de entupimento dos orificios no topo das piramides.

Uma nova solucao foi proposta - veja figura 22-c- na qual as regiées de
acoplagem do cilindro ao rotor sdo mais reforcadas e existe um revestimento
externo para diminuir os efeitos de flambagem, tornando a rotacdo mais estavel,
0 que permite formacao de jatos mais uniformes.



Figura 21 - (a-c) Detalhes do cilindro rotativo com piramides ocas. (a) Cilindro metalico (b)
Fileiras circulares de piramides na superficie externa do cilindro e (c) Vista lateral das
piramides. (Fotos do Autor)
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Figura 22 - (a-c) Modelos de cilindro rotativo usados durante o desenvolvimento do
equipamento. (a) Primeiro modelo, manual (b) Modelo que apresentava instabilidades (c).
Modelo atual (Fotos do Autor)

Ao comparar a geometria do injetor do processo convencional com 0 novo
modelo estudado neste trabalho, foi identificado que as estruturas piramidais sao
muito mais refinadas que a ponta da agulha, o que permite formar nanofibras
com diametros mais delgados e com menos defeitos. Observe a comparacao na
figura 23.
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Figura 23 - Comparacao entre pontas injetoras de solugdo do processo de eletrofiagao
convencional (esquerda) e eletrofiacdo avancada (direita) (Foto do Autor)

Para obtermos a foto da figura 23 foi utilizado o programa de maxima projecao (Helios) que
integrou 15 fotos com diferentes focos em um Gnica foto totalmente focalizada.
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3.2 Desenvolvimento de Acessorios para Complementar o
Funcionamento do Equipamento Principal

3.2.a Desenvolvimento de um Equipamento de
lluminac&o que Permita a Observacao da Producéo
de Nanofibras em Tempo Real

3.2.a.1 - Objetivo

Desenvolver o método que possibilite observar as nanofibras durante a sua
producéao.

3.2.a.2 - Descricédo da Metodologia Empregada

Durante a producédo de nanofibras houve uma grande dificuldade em
enxerga-las. Normalmente se observava apenas o papel aluminio que forrava o
coletor ficar levemente turvo, opaco, e perdeu-se varios minutos até ter certeza
gue estava sendo formado uma manta de nanofibras. Para facilitar a visualizacao
inicialmente forrou-se totalmente a caixa de vidro com papel camurca preto que
absorveu totalmente as luzes do ambiente. Como fonte de luz utilizou-se uma
lampada de LED RGB, que permitiu iluminar o ejetor com 256 cores e com 256
niveis de intensidade luminosa.

Figura 24 - Foto da ldampada LED RGB utilizada (foto comercial)
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3.2.a.3 - Resultados Obtidos, Observacdes e Discussao
Utilizando a luz azul pura, em sua maxima intensidade, conseguiu-se
visualizar a producdo de nanofibras durante todo o percurso entre o ejetor e 0
coletor.

Figura 25 - Foto do equipamento produzindo nanofibras de PCL. Notem a quantidade de
nanofibras que saem simultaneamente das piramides. (Foto do Autor)

Figura 26 - Foi observado que a luz azul dos LEDs, nesse angulo permite a visualizacao das
nanofibras durante a sua producéo. (Foto do Autor)

Nas figuras 25 e 26 vé-se uma nuvem de nanofibras saindo do topo das pirdmides. O cilindro
esta girando no sentido anti-horéario a cerca de 5 rotagdes por minuto. As nano fibras comecao
a ser produzidas assim que as piramides saem da solu¢do, Ao chegar ao topo a producéo de
nanofibras é interrompida pois a maior parte da solucéo ja foi ejetada.
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3.2.b - Desenvolvimento de uma Fonte de Alta
Tenséao (até 65 KV)

3.2.b.1 - Objetivo

Desenvolver uma fonte de alta tensdo que permitisse a producdo de
nanofibras através do método de eletrofiacdo avancada.

3.2.b.2 - Descricdo da Metodologia Empregada

Foi desenvolvida uma fonte de alimentacdo a partir de flybacks
cinescoépios de TV a cores antigas.

Figura 27 - Detalhe externo da fonte de alta tensédo desenvolvida (Foto do Autor)



65

Figura 28- Detalhe interno da fonte de alta tens&o (Foto do Autor)

3.2.b.3 - Resultados Obtidos, Observacdes e Discusséao

O flyback permite a obtencédo de cerca de 30.000 V. Foram ligados dois
desses flybacks em série formando uma fonte que atingiu mais de 65.000 V.
Para fazer a calibracdo utilizou-se um voltimetro de alta tensdo que foi
gentilmente cedido pelo Instituto de Fisica da Unicamp.

Para seguranca do operador foi desenvolvido também um controle remoto
via Bluetooth que utilizava um micro controlador Arduino Nano, um servo motor
e um aplicativo de modo a podermos controlar sua atengéo através de um celular
como sera descrito detalhadamente no item 3.2.c.
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3.2.c - Desenvolvimento de um Equipamento de
Controle Remoto Bluetooth para Controle dos
Equipamentos para Producédo de Nanofibras

3.2.c.1 - Objetivo

Desenvolver um equipamento de controle remoto para controle dos
equipamentos de producao de nanofibras dentro do gabinete seguro.

3.2.c.2 - Descricédo da Metodologia Empregada

Foi desenvolvido um controle remoto utilizando um aplicativo de celular
que controla, através de comunicacdo Bluetooth, a tensdo da fonte de
alimentacéo, a velocidade e o sentido de rotacdo, do conjunto do motor do
dispositivo de eletrofiagcdo avancada. Como receptor dos comandos do celular,
foi utilizado uma placa Bluetooth acoplada a um micro controlador Arduino, que
controla todos os dispositivos internos ao gabinete seguro (ver topico 3.2.d) para
eletrofiagéo (3.2.d).

Foram utilizados servo motores para movimentacdo dos potencidmetros
da fonte de alimentagéo.

3.2.c.3 - Resultados Obtidos, Observagdes e Discussao

O aplicativo desenvolvido foi utilizado e mostrou-se eficiente e seguro.

15000V -

<

Figura 29 - Tela do aplicativo de controle remoto em um celular. (Desenho do Autor)
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Figura 30 - Telas do aplicativo de controle remoto em um celular. (Desenho do Autor)
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3.2.d - Desenvolvimento de um Equipamento
Gabinete Seguro para Eletrofiacao

3.2.d.1 - Objetivo

Desenvolver um gabinete com sistemas de seguranga para permitir a
operacédo de equipamentos para producdo de nanofibras utilizando alta
voltagem

3.2.d.2 - Descricdo da Metodologia Empregada

Foi utilizado um gabinete de servidor de roteadores que possui uma
porta de vidro temperado totalmente isolada. A parte metalica do gabinete foi
devidamente aterrada para protecéo de fugas de alta tensdo. Na parte interna,
onde sao produzidas as nanofibras foi desenvolvido uma outra caixa de vidro
temperado para isolar o ambiente de confecgdo de nanofibras de todas as
partes metalicas do gabinete.

3.2.d.3 - Resultados Obtidos, Observacdes e Discusséo

O gabinete desenvolvido possui dupla isolacdo de vidro temperado, sendo
a primeira formada pela porta externa e uma caixa interna de vidro temperado
de 6mm de espessura. Todos os componentes metalicos foram aterrados. O
gabinete provou ser eficiente e seguro para a producéo de nanofibras.

As figuras 31 e 32 apresentam respectivamente detalhes da parte
externa do gabinete e da caixa interna de vidro temperado do gabinete.



- Detalhe externo do gabinete
desenvolvido ( Foto do Autor)

Figura 31
seguro

Figura 32- Detalhe da caixa interna de vidro temperado ( Foto do Autor)
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3.2.e - Desenvolvimento de um Dispositivo de Carga
Continua de Polimero

3.2.e.1 - Objetivo

Desenvolver um dispositivo que permita a carga continua de polimero e
facilite a desmontagem do conjunto para limpeza das piramides ocas.

3.2.e.2 - Descricdo da Metodologia Empregada

Desenvolveu-se o projeto utilizando-se o software de modelagem 3D
Inventor da Autodesk. Posteriormente o dispositivo foi confeccionado em nylon
usinado.

Figura 33 — Detalhes do projeto em 3D no software Inventor da Autodesk. (Desenho do Autor)
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Figura 34 — Desenho ilustrativo do dimensional do dispositivo. (Desenho do Autor)
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3.2.e.3 Resultados Obtidos, Observacdes e Discussao

Figura 35 - Foto do detalhe da abertura que expde as piramides ocas. (Foto do Autor)

Figura 36 - Foto do dispositivo usinado montado com seu acoplamento elastico. (Foto do Autor)
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Figura 37 — Foto do disposto acoplado ao motor através do eixo de vidro ( Foto do Autor)

Tendo sido completamente desenhado em 3D, o dispositivo foi usinado
em nylon, com um eixo em aco e aluminio, onde foram montados os anéis com
as piramides ocas. No dispositivo foram feitos 3 acoplamentos o primeiro
diretamente ligado ao eixo através de um cabo de alta tenséo, a fonte carregava
com o potencial adequado a eletrofiacdo as piramides ocas. O segundo
acoplamento através de uma valvula de engate rapido permitia a entrada
continua de polimero e regulava o seu fluxo. O terceiro acoplamento consistia de
um tubo de silicone flexivel para alinhar o eixo do dispositivo ao eixo do motor e
através de um eixo de vidro estava ligado ao motor de corrente continua que
estava em um gabinete aterrado. O eixo de vidro era necessario para isolar a
alta tensdo, de milhares de volts, do eixo que energiza os anéis de piramides
ocas, do motor que estd em um gabinete e carcaca aterrada.
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3.2.f - Desenvolvimento de um Equipamento para
Obtencéo de Nanofibras Alinhadas

3.2.f.1- Objetivo

Desenvolvimento de um equipamento para obtencdo de nanofibras
alinhadas para pesquisa de aplicagbes em ligamentos e tenddes.

3.2.f.2 - Descricao da Metodologia Empregada

Figura 38 — Projeto em 3D do dispositivo coletor de nanofibras alinhadas ( Desenho feito pelo
Autor)
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Figura 39 — Desenho llustrativo do Dimensional do Dispositivo. ( Desenho Feito do Autor)
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3.2.f.3 Resultados Obtidos, Observacgdes e Discussao

Figura 40 — Foto do equipamento coletor de nanofibras alinhadas. (Foto do Autor)

Apos completar o projeto totalmente feito em 3D utilizando-se o programa
Autodesk Inventor, foi confeccionado o dispositivo, por usinagem e montagem,
para coletar as nanofibras em um tambor rotativo.

O dispositivo consta de uma base feita em poliacetal, devido a
proximidade da alta tensdo do ejetor das nanofibras, e também, para que o
tambor metélico de aco inox seja a peca aterrada mais proxima do ejetor.

Esse tambor de aco inox gira em alta velocidade (3000 rpm), devido a um
servo motor que se encontra em seu interior. A velocidade de rotacdo é
controlada por um controlador eletrdnico e sua precisdo e estabilidade
mostraram-se excelente. Em sua velocidade maxima de 3000 rpm sua variagédo
ndo chega a 1%. Foi balanceado também esse rotor de maneira a se te um
minimo de vibrag¢des. Ainda n&o foram efetuados experimentos com a coleta de
nanofibras.
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3.3 - Comparacao entre Nanofibras de PCL Eletrofiadas
pelo Equipamento Tradicional e pelo Equipamento
Avancado

3.3.1 - Objetivo

Comparar nanofibras eletrofiadas pelo método da seringa e pelo método
do cilindro de piramides ocas. A figura 41 apresenta um fluxograma mostrando
a metodologia das pesquisas sobre a comparacao entre os dois processos. Para
a determinacao dos parametros da eletrofiagédo utilizados nesses experimentos,
foram consultadas dissertacfes e teses de alunos da FEM- UNICAMP, que
trabalharam nessa area (RAMOS,2011; PEREA,2011; BRITO, 2013; RIGON,
2013; SALLES, 2013; ALMEIDA R, 2014; PEREA, 2015; PINTO, 2015,
NASCIMENTO, 2015; SALLES, 2017).

'R
PCL
| S .y
~ - e
Eletrofiagdo Eletrofiagdo
Convencional Avangada
\ J \ J
' ™y ' - Y
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Figura 41 - Metodologia de Pesquisas com PCL ( Desenho feito pelo Autor)



3.3.2 - Descricéo da Metodologia Empregada
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Foi utilizado o método de eletrofiacdo tradicional (seringa), 0 método de
eletrofiacdo avancada (piramides) de producdo de nanofibras e experimentado
diferentes concentracfes de PCL.

Tabela 3 - Algumas Experiéncias de eletrofiacdo com PCL pelo Método da

Seringa (Fonte: Feito pelo Autor)

Manta | PCL Clorofé | Aceton | Distan | Tensdo | Vazédo | Volume | Tempo
rmio a cia

] 33,30 |33,30 |[33,30 | Sem formacao de fibras
% % %

7] 33,30 |66,70 |0,00% | Sem formacéo de fibras
% %

8 13,50 |64,50 |22,00 |160 12 kv |20 3 mi 22 min
% % % mm ml/h

9 13,50 |64,50 |22,00 |160 12 kv |20 3 mi 22 min
% % % mm ml/h

10 20,00 |59,70 |20,30 |160 15kv |23 2,8 ml | 18 min
% % % mm ml/h

11 20,00 |59,70 |20,30 |160 15kv |23 2,4ml | 16 min
% % % mm ml/h

12 18,00 |61,50 |20,50 |160 15kv |23 2,2ml | 16 min
% % % mm ml/h

13 18,00 |61,50 |20,50 |160 15kv |23 3,6 ml | 25 min
% % % mm ml/h

14 15,00 |63,75 |21,21 |160 15kv |20 4,4ml | 35 min
% % % mm mi/h

15 13,50 |43,25 |43,25 |160 15kvV [2ml/h | 1,2ml | 90 min
% % % mm

16 13,50 |43,25 |43,25 |160 15kv [2ml/h | 1,6 ml | 120
% % % mm min

17 13,50 |43,25 |43,25 |160 15kv [2ml/h | 1,5ml | 90 min
% % % mm

18 13,50 |43,25 |43,25 |160 15kv [2ml/h | 1,8ml | 120
% % % mm min

19 13,50 |43,25 |43,25 |160 20kV | 2mil/h | 1,4ml | 120
% % % mm min
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(0] 25,00 |56,25 |18,75 | Sem formagao de fibras.

% % % - . )
Deposicao de um jato de solugcéo no

coletor

Tabela 4 - Algumas Experiéncias com PCL pelo Método das Piramides
(Fonte: Feito pelo autor)

Tempo
Teste PCL Cloroférmio Acetona Posicdo Distancia Tensdo por Resultado
volta
33,3 0 0
1 0% 33,30% 33,30% o ]
B E
33,3 0 o o E "gotas”
Z 0% ©00:70% 0,00% 45° e £9 depositada
90° W s no
coletor
3 35645006  22,00% S
0% secagem
completa
20,0 0
4 0% 59,70% 20,30% 45
18.0 Formacéao
5 '~ 61,50% 20,50% de
0% :
nanofibras
15,0
6 0% 63,75% 21,21%
13,5
7 0% 43,25% 43,25% %]
Atracao da
o £ = lucs
2 E g o solugo
250 S o o I~ polimérica,
8 09 56:25% 18,75% & o i ©  porém sem
0 i b o N formagdo
< — N o
o ® o o oM
e = = £  deposicao
< L L L
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3.3.3 - Resultados Obtidos, Observacdes e Discusséo

Foram feitos diversos experimentos utilizando-se o polimero PCL em
diferentes solucdes cada experimento estd detalhado especificamente em
cada capitulo indicados na descricdo da metodologia empregada do capitulo

3.8.

O PCL mostrou-se ser o polimero de mais facil eletrofiacdo embora tenha
sido adaptado as concentracdes de polimeros e solventes de acordo com cada
aplicacao especifica. Pelo método da seringa nao houve dificuldades em fazer
nanofibras de acordo com as indicacdes tradicionais.

Pelo método da piramide, o PCL demonstrou ser polimero eficiente, mas
a evaporacdo do solvente rapidamente pela grande area exposta ao ar para
confeccdo de nanofibras em larga escala alterava rapidamente sua viscosidade
e concentracao ocasionando entupimento das piramides em curtos espacos de
tempo devendo, portanto, ser melhor desenvolvido.

As nanofibras de PCL confeccionadas pelo Método Tradicional de
Eletrofiacdo e pelo novo método desenvolvido nos laboratérios da Engenharia
Mecanica precisam ser avaliados para garantir integridade funcional e
confiabilidade dos procedimentos e produto final.

Para este trabalho, decidimos avaliar as nanofibras em relacdo a
pesagem das amostras, que determina a razdo de produtividade das fibras e a
identificagdo do didmetro médio das nanofibras, através de microscopia
eletrbnica de varredura e uso de software ImageJ, que calcula a distribuicdo dos
didmetros por amostragem.

A figura 42 apresenta os histogramas da distribuicdo do diametro das
nanofibras de PCL obtidas pelo método de eletrofiacdo convencional, e as
imagens por microscopia eletrénica de varredura (a) e também o histograma das
amostras obtidas pelo método avancado, assim como suas imagens em MEV
(b). Observa-se que a média dos diametros das nanofibras obtidas pelo método
avancado foram menores que as do método tradicional.
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Figura 42 - (a) Nanofibras obtidas pelo método convencional de eletrofiacdo com seringa e (b)

nanofibras produzidas por meio do novo método em processo de deposito de patente. Detalhe
do histograma com o didmetro médio das nanofibras (MEV e Gréficos do Autor)
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3.4 - Pesquisa para Obtencéo de Nanofibras Orientadas a
Um Biodesing

3.4.1 - Objetivo

Obter nanofibras em forma de um desenho especifico (Biodesing), como
por exemplo os néfrons dos rins ou uma cadeia de ramificacbes nervosas ou
vasculares.

3.4.2 - Descricdo da Metodologia Empregada

Para obtencédo de nanofibras em um formato especifico (biodesign), foi
desenvolvido o método cujo coletor metalico tem o formato especifico desejado.
O método aqui proposto permite a confec¢cado de micro e nano estruturas de alta
complexidade utilizando para isso o alvo metalico (1) confeccionado por um
processo qualquer que permita alta definicho de contornos e pequenas
dimensdes de detalhes, por exemplo, foto corrosdo ou corte a laser de chapas
metalicas utilizadas na confeccdo de adornos. Este alvo metalico (1) é
confeccionado com o formato e a dimensao do objeto da manta de nanofibra
desejada. Por exemplo, uma fatia de um figado (semelhante a uma fatia de uma
tomografia ou ressonancia magnética) incluindo todos as suas cavidades onde
seriam formadas as veias e artérias. Este novo alvo (1) contém todas as
informacdes de detalhes da manta de nanofibra desejadas. Quando conectada
a um dos polos da fonte de alimentacao (9) formar& intenso e completo campo
elétrico tridimensional que atraird as nanofibras coletando-as sobre sua
superficie formando a manta de nanofibra no formato desejado. Experiéncias
realizadas demonstram que tal procedimento consegue reproduzir complexos
desenhos com precisdo da ordem de centésimos de milimetro.

ApdOs a deposicdo da camada de nanofibra sobre o alvo metalico (1) na
espessura desejada destaca-se por extracdo mecanica, a manta de nanofibra
resultante preservando-se suas dimensdes e conformacfes geométricas. Para
facilitar este procedimento utiliza-se um tratamento superficial antiaderente tal
como a deposicdo de por exemplo ouro ou teflon sobre a superficie do alvo
metalico (1).
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Figura 43 — Diagrama de eletrofiagcéo tradicional (desenho do Autor)

O sistema de eletrofiacdo mundialmente conhecido, € composto de um alvo
metalico (1), uma agulha (2), uma seringa (7) e uma fonte de alta tenséo (9).
Dentre da seringa (7) é colocado uma solucdo de um polimero, por exemplo o
PLA (poli &cido latico) dissolvido em um determinado solvente, por exemplo
cloroférmio em uma proporcao adequada, de maneira a criar uma viscosidade
compativel com o processo de eletrofiacdo. Esta seringa (7) € colocada sobre
um infusor automatico que utiliza uma velocidade de infusdo extremamente
baixa, da ordem de alguns mililitros por hora. A fonte de alimentacéo (9), de alta
tensdo, da ordem de dezenas de milhares de volts é conectada em seu polo
positivo na agulha do infusor (2) e seu polo negativo no alvo metélico (1). O
campo elétrico gerado pela fonte de alta tenséo (9) entre a agulha (2) e o alvo
metdlico (1) é suficiente para extrair um fio do polimero (8) que se acumula na
ponta da agulha (2). Este fio tem dimensdes da ordem de algumas centenas de
nandémetros (nanofio). O nanofio (3) solidifica-se no ar e é atraido pelo alvo
metdlico (1) sobre o qual se deposita, sob a forma de uma manta de nanofibras.

As dimensdes e propriedades fisicas e quimicas dependerdo de varios fatores
tais como, tipo do polimero utilizado, tensdo aplicada, solvente utilizado,
temperatura, pressao e umidade do meio ambiente, etc.
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Figura 44- Vista do molde alvo metalico de forma complexa (1). (Desenho do Autor)

Exemplo de um alvo metalico (1) com formas geométricas complexas e de
dimensdes reduzidas, por exemplo diametro total de 05 milimetros.
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® ®X ®
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Figura 45 - Deposi¢éo de nanofibras (Desenho do Autor)

O alvo metdlico (1) confeccionado por um processo qualquer que permita alta
definicdo de contornos e pequenas dimensdes de detalhes, por exemplo, foto
corrosdo ou corte a laser de chapas metdlicas utilizadas na confeccdo de
adornos. Este alvo metalico (1) € confeccionado com o formato e a dimenséo do
objeto da manta de nanofibra desejada. Por exemplo, uma fatia de um figado
(semelhante a uma fatia de uma tomografia ou ressonéancia magneética) incluindo
todos as suas cavidades onde seriam formadas as veias e artérias. Este novo
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alvo (1) contém todas as informacdes de detalhes da manta de nanofibra
desejadas quando conectada a um dos polos da fonte de alimentacdo (9)
formara intenso e complexo campo elétrico tridimensional que atraira as
nanofibra coletando-as sobre sua superficie formando a manta de nanofibra no
formato desejado. Experiéncias realizadas demonstram que tal procedimento
consegue reproduzir complexos desenhos com precisdo da ordem de
centésimos de milimetro.

Figura 46 - Manta de nanofibras (6) recobrindo alvo metalico (1) (desenho do Autor)

Como resultado da deposicdo das nanofibras sobre a superficie do alvo
metalico (1), obtemos uma manta de nanofibras (6) com caracteristicas de
pequena espessura nas lacunas e locais onde nao ha metal, e grande
espessura sobre a superficie metalica. Esta manta de grande espessura
acompanha, por tanto o formato do alvo metélico.

Figura 47 - Retirada da manta de nanofibras (6) vista por cima do alvo metalico (1) (Desenho
do Autor)
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Apbs a deposicdo da camada de nanofibras sobre o alvo metélico (1) na
espessura desejada destaca-se por extracdo mecanica, a manta de nanofibra
resultante preservando-se suas dimensdes e conformacgfes geométricas. Para
facilitar este procedimento utiliza-se um tratamento superficial antiaderente tal
como a deposicdo de por exemplo ouro ou teflon sobre a superficie do alvo
metélico (1).
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3.4.3 - Resultados Obtidos, Observacgdes e Discussao

Como demonstrado nas fotos 49-54, foi conseguido com grande preciséo
a copia do coletor com nanofibras. Os desenhos obtidos mostram detalhes de
centésimos de milimetros, mostrando ser possivel, portanto a obtencdo de
nanofibras no formato desejado.

Signal A = SE1
Mag= 23X WD = 22.0 mm —

UNICAMP

Figura 48 - MEV de nanofibras em formato de flores (Fonte: Feito pelo Autor)
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4

Figura 49 - Microscopia optica de nanofibras em formato de flor (Fonte: Feito pelo Autor)

Figura 50 - Nanofibras em formato de C4psula de Bowmann com detalhes centésimo de
milimetro(Fonte: Feito pelo Autor)
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Figura 51 - Detalhe do descolamento das nanofibras do molde coletor metélico (Fonte: Feito
pelo Autor)

A retirada da manta de nanofibras (6) vista por baixo do alvo metalico (1),
apos a deposicdo da camada de nanofibras sobre o alvo metalico (1) na
espessura desejada destaca-se por extracdo mecanica, a manta de nanofibras
resultante preservando-se suas dimensdes e conformacfes geométricas. Para
facilitar este procedimento utiliza-se um tratamento superficial antiaderente tal
como a deposicdo de por exemplo ouro ou teflon sobre a superficie do alvo
metalico (1).

Este método de formatar nanofibras com pequenos detalhas, com
grande precisao, podera ser importante na engenharia de tecidos, pois
permitira reproduzir sistemas de design complexos, tais como estruturas de
rins, pulmao, figado, etc.
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Figura 52 - Detalhe do descolamento das nanofibras do molde coletor metalico(Fonte: Feito
pelo Autor)
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Figura 53 - Macrofotografia de nanofibras (Fonte: Feito pelo Autor)
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Figura 54 - Microfotografia de um detalhe de nanofibras em formato de flor(Fonte: Feito pelo
Autor)
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3.5- Pesquisa para Obtencado de Nanofibras de Poliuretano
(PU)

3.5.1 - Objetivo
Produzir nanofibras de poliuretano, para estudar suas propriedades.
3.5.2 - Descricéo da Metodologia Empregada

Foi utilizado o método tradicional de producdo de nanofibras e
experimentado diferentes concentragdes de PU.

Tabela 5 -Eletrofiacdo PU - Método da seringa (Fonte: feito pelo

autor)
Manta Distancia | Tenséo | Vazao Volume | Tempo
1 160 mm | 20 kV 23 5ml ]
mi/h
2 160 mm | 12 kV 23 5 ml /]
ml/h
3 160 mm | 12 kV 23 5ml ]
mi/h
4 160 mm 12 kV 23 2,2 ml 15 min
mi/h
5 160 mm 15 kv 23 5ml 34 min
ml/h
6 160 mm 15 kv 23 5ml 40 min
ml/h
7 160 mm 15 kV 23 1,2 ml 10 min
mi/h

Ocorreu a formacéao de fibras em todas as tentativas de eletrofiag&o.
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3.5.3 - Resultados Obtidos, Observac¢des e Discussao

Observacéo: Resultados obtidos com a participacdo da Dra. Lais Pellizzer Gabriel.

i Lol

3

# i
10pn  ———  EHT=20.68 KU LRAC/FEQ
Mag= 2.58 K X I Probe= 188 pA Wh= 25 nn Detector= SE1 UNICAMP

Figura 55 - Detalhe MEV das nanofibras de PU com excesso de solvente. (Fonte: Feito pelo
Autor)

PN e \ \ \ 13 Lo o b !
106pm  —— EHT=20.08 kV LRAC/FEQ
Mag= 2580 X I Probe= 108 pA WD= 25 mm  Detector= SE1 UNICAMP

Figura 56 - MEV das nanofibras de poliuretano com excesso de solvente. (Fonte: Feito pelo
Autor)
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Figura 57 MEV das nanofibras de PU

L= J/ FENGZ AN\ N
Signal A = SE1 EHT = 10.00 kV 10 um
Mag= 1.00KX WD = 9.0 mm |

Figura 58 - MEV das nanofibras de PU

Nas figuras 55 e 56 observa-se que haviamos fibras se depositaram sobre
0 anteparo alvo ainda umidas, excesso de solvente e formaram um trabeculado
muito semelhante ao trabeculado 6sseo. Esse resultado ndo era o esperado mas
demonstrou ser muito interessante.

Nas figuras 57 e 58 observou-se que as nanofibras se depositaram
formando cilindros muito bem definidos.

Em ambos os casos, as mantas obtidas demonstraram-se altamente
elasticas.

Como sugestao de aplicacdo podemos citar pele artificial.
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3.6 - Pesquisa para Obtencédo de Nanoesferas de PCL

3.6.1 - Objetivo

Desenvolver um método de producéo de nanoesferas de PCL visando um
futuro uso em drug delivery.

H ) |
Lo o | — e
0O
Bomba Infusao } Alta Voltagem
@
Solucao
aquosa+

alcool etilico+
NaCl

Figura 59- Desenho esquemético do equipamento para producédo de nanoesferas de PCL.
(Adaptado pelo autor)

3.6.2 - Descricado da Metodologia Empregada

O processo utilizado para confeccao de nanoesferas € muito semelhante
ao de nanofibras, consiste de uma fonte de alta voltagem que que polariza o
polimero dentro de uma bomba de infusdo. Esse polimero possui uma maior
guantidade de solvente do que as usadas para confecdo de nanofibras.

3.6.3 - Resultados Obtidos, Observac¢des e Discusséao

O polimero ao sair da agulha se despedaca em pequenas goticulas,
formando um spray, que pela sua tensao superficial adquirem formato esférico.
O coletor liquido é formado por recipiente aterrado com uma solu¢do aquosa
com cerca de 5% em peso de alcool etilico e NaCl para facilitar a condutividade
elétrica.

O ligquido ao coletar as nanoesferas fica com uma opacidade branca
semelhante ao do leite ndo sendo possivel ver as nanoesferas a olho nu.

Com a evaporacao dos solventes obtivemos um p6 muito fino.
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Ao colocar esta solugdo em um microscopio foi verificado a existéncia das
esferas.

Com a utilizagdo do microscopio eletrébnico de varredura podemos
verificar a grande quantidade e perfeicdo destas nano esferas a perfeicao destas
nanoesferas.

Para controlar o didmetro das esferas podemos variar a tensdo ou a
quantidade dos solventes.

Signal A=SE1  EHT = 10.00 kV 3um
Mag= 5.00K X WD = 11.5 mm —

Figura 60 - Nanoesferas de PCL (MEV do Autor)

Figura 61 - Fotografia de microscopia 6ptica da solucdo aquosa com as nanoesferas (MO do
Autor)



97

Signal A=SE1  EHT =10.00 kV 20 um
% — &

Mag= 500X WD =11.5 mm

Figura 62 - Nanoesferas de PCL (fonte: MEV do autor)

Figura 63 -Possiveis aplicacdes (Fonte: Ingesting Injectable Drugs Crystal Growth and Design)

Nanoesferas séo utilizadas em drug delivery. Sao esferas muito pequenas
que podem ser colocadas na posicdo desejada dentro do organismo.
Normalmente sao feitas de um material biorreabsorvivel, que o corpo metaboliza
e ao destruir a camada externa de polimero libera 0 medicamento, que estd em
seu interior. Controlando-se espessura da camada externa é possivel prever
com razoavel precisdo o momento da liberacdo do medicamento.
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3.8 - Pesquisa para Obtencdo de Nanofibras de PLLA
Sintetizadas em Laboratério e Comercial (Comparacao
entre as Duas)

3.8.1 - Objetivo

Comparar as nanofibras de PLLA produzidas nos Laboratorios da
Unicamp com o produto comercial PURAC®.

Participacdo da Mestranda Mariana Vitelo Xaviera
3.8.2 - Descricdo da Metodologia Empregada

Foram feitas amostras de nanofibras através do processo de eletrofiacdo
tradicional, de ambos os materiais PLLA, produzido na Unicamp e 0 composto
comercial PURAC®. Sobre essas nanofibras foram cultivadas células
(fibroblastos) e comparou-se o resultado do aumento da populagédo de células
em 24 48 e 72 horas. Ver detalhes no Artigo no Anexo I.

3.8.3 - Resultados Obtidos, Observacdes e Discusséo

Como pode ser observado nas fotos e na figura 68, a populacao celular
sobre as nanofibras tiveram um grande desenvolvimento em pouco espaco de
tempo e sua densidade populacional mostrou-se muito semelhante, na
comparacdo entre o produto PLLA desenvolvido na Unicamp e o produto
comercial PURAC®.
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24 HOURS 48 HOURS 72 HOURS
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CT(-)

PLLA

PLDL

(Fonte: Mariana Vitelo Xavier)

Figura 64 - Evolucdo do crescimento populacional de células de fibroblastos sobre nanofibras
PLLA produzidas na Unicamp e o produto comercial PURAC.
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Figura 65 - Grafico demonstrando a grande Semelhanca do desenvolvimento da populagao de
fibroblastos sobre as nanofibras de PLLA desenvolvido na Unicamp e o produto comercial
PURAC. (Fonte: Mariana Vitelo Xavier)
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3.9 - Desenvolvimento de um Processo de obtencao de
Nanofibras Condutivas

3.9.1 - Objetivo

Obter nanofibras recobertas de metal de modo a torna-las condutivas.
Para possiveis uso em energia (confeccdo de nanotubos de metal), medicina
(condutores elétricos), seguranca (Coletes a prova de Balas).

3.9.2 - Descricdo da Metodologia Empregada

Foram realizados experimentos utilizando-se prata e titanio como metais
a serem depositados.

Utilizou-se um equipamento deposicéo por plasma a frio do departamento
de fisica da Unicamp com o auxilio do Fisico Carlos Salles Lambert,

Este equipamento consiste em uma camara de alto vacuo onde é formado
plasma com vapor do metal a ser depositado.

3.9.3 - Resultados Obtidos, Observacdes e Discusséo

A figura 66 apresenta um equipamento de deposicao por plasma a frio,
como o utilizado na confecgéao de nanofibras condutivas.

Figura 66 - Foto do processo deposicdo a plasma Fonte https://theofficetalks.com/wp-
content/uploads/2018/07/Electride-Sputtering-Target-market.jpg

Como pode ser verificado nas fotos MEV ( figuras 67,68, e 70), conseguiu
- se com sucesso efetuar a deposicéo, de camada nanomeétrica de metal ( foram
experimentados o titanio e a prata) sobre as nanofibras poliméricas ( nesse caso
o polimero foi PLA).

Ao analisar as nanofibras metalizadas pode-se observar uma grande
condutividade elétrica capaz de ser medida com um simples multimetro, também
foi observado que na manta de nanofibra recoberta de titanio, a mesma se tornou
extremamente resistente ao corte. Houve muita dificuldade em se cortar as


https://theofficetalks.com/wp-content/uploads/2018/07/Electride-Sputtering-Target-market.jpg
https://theofficetalks.com/wp-content/uploads/2018/07/Electride-Sputtering-Target-market.jpg

101

mantas de nanofibras metalizadas. Portanto tratava-se de um material
extremamente leve e forte.

Signal A = SE1 EHT = 10.00 kv
Mag= 4.00KX WD = 7.0 mm

Figura 68 - Deposigéo Seletiva de Titanio sobre nanofibra (foto do autor)

(Lado esquerdo Nanofibra de PLA natural Lado direito metalizado)
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Figura 69 Detalhe de microscopia Optica mostrando deposicéo seletiva titanio (foto do autor)

(Parte Superior Nanofibra Natural de PLA Parte Inferior Metalizado com titanio.)

) £ A b LY
Signal A = SE1 EHT =10.00 kv 10 pm
Mag= 1.00KX  WD= 7.0mm — o

Figura 70 - Detalhe de MEV Nanofibra Metalizada com Titanio. (MEV do Autor)
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3.10 - Pesquisa sobre Proliferacao Celular de
Cardiomiocitos em Manta de Nanofibras de PU

3.10.1 - Objetivo

Trabalho realizado com Dr. Diogo Biagi - Pluricell - Cietec - USP

Aproveitando o fato de que as células humanas desenvolverem
adequadamente sobre as nanofibras, o trabalho visa o desenvolvimento de um
novo método de producdo em larga escala de cardiomiocitos e no futuro o
desenvolvimento de um corag¢édo completo.

3.10.2 - Descricao da Metodologia Empregada

A Pluricell € a principal companhia que desenvolve e comercializa
cardiomiocitos para experimentos no Brasil. Ela desenvolveu um protocolo
proprio para producdo de células cardiacas. Utilizando as nanofibras
desenvolvidas pelo autor, foram feitos varios experimentos com diversos tipos
de polimeros tais como PCL, PLLA e PU. Por motivos de acordo de
confidencialidade os resultados ndo serdo expostos aqui. Dando apenas o
exemplo de uso de visdo computacional para a identificagcdo e contagem de
células pois o método é notoriamente conhecido e de dominio publico.

O processo consiste em cultivo de células de cardiomiécitos sobre a
nanofibra e utilizando-se um marcador proteico tornar-se parte da célula
luminescente quando exposta a ultravioleta. Usando técnicas de visédo
computacional pegou-se a imagem e a processou-se de modo a salientar os
ndcleos e através de um algoritmo de contagem de pixels, contou-se o numero
e a area ocupada pelos cardiomidcitos.
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3.10.3 - Resultados Obtidos, Observacgoes e
Discursoes

Figura 71 - Foto original tirada por um equipamento comercial de contagem de células (Foto do
autor)

Figura 72 - Mesma foto d da figura anterior apos processamento usando algoritmos de visao
computacional (Foto do autor)
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Figura 73 - Foto original tirada por um equipamento comercial de contagem de células (Foto do
autor)

Figura 74 - Mesma foto d da figura anterior apos processamento usando algoritmos de visao
computacional (Foto do autor)
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Figura 75 - Foto original tirada por um equipamento comercial de contagem de células (Foto
do autor)

Figura 76 - Mesma foto d da figura anterior ap0s processamento usando algoritmos de visao
computacional (Foto do autor)

Figura 77- Mesma foto d da figura anterior apos processamento usando algoritmos de visdo
computacional com threshold de trés niveis enfatizando os nucleos celulares (Foto do autor)
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3.11 - Pesquisas sobre Reconstituicdo de Cranios em
Ratos com Nanofibras e Hidroxiapatita

3.11.1 — Objetivo

Caracterizacdo da compatibilidade entre malha de nanofibras e hidroxiapatita
na regeneracao de defeitos cranianos de ratos.

3.11.2 - Descricao da Metodologia Empregada

Deformidades congénitas ou traumas com perda de massa 0ssea podem ser
reparados utilizando enxerto 6sseo autdégeno. Entretanto, a sua utilizacdo pode
tornar-se limitada devido a algumas desvantagens como dores cronicas e
necrose da area doadora. Desta maneira, 0s biomateriais sintéticos constituem
uma alternativa viavel para o processo de enxertia. Entre esses, destacam-se a
hidroxiapatita pela sua composi¢cao semelhante ao tecido 6sseo e a malha de
nanofibras por atuar como rede de suporte para adesao e proliferacao celular.
Assim, o objetivo deste trabalho € avaliar a capacidade osteogénica da
combinacéo de nanofibras com hidroxiapatita, no reparo de defeitos produzidos
na calota craniana de ratos. Utilizaram-se 20 ratas (Rattus norvegicus, Wistar)
machos com 15 semanas de idade e peso médio de 3509, separadas em grupo
1 (G1) com defeito craniano sem preenchimento, grupo 2 (G2) preenchido com
nanofibra (PLLA); grupo 3 (G3) com granulos de hidroxiapatita e grupo 4 (G4)
com a combinacédo de hidroxiapattia e nanofibra.

3.11.3 - Resultados Obtidos, Observacgodes e
Discusséo

O sacrificio dos animais ocorreu 5 semanas pdés-cirdargico da cirurgia do
defeito experimental no cranio dos animais. Em seguida, as amostras da area
cirdrgica foram removidas, foto documentadas, radiografadas e submetidas aos
procedimentos histotécnicos de rotina para a confeccdo das laminas
histol6gicas para analise histomorfométrica da neoformacéo 6ssea do reparo
da area cirdrgica. Nos resultados macroscépicos e radioldgicos observou
integridade do local cirargico devido a auséncia de sinais que pudessem indicar
presenca de infeccdo. A falha 6ssea nao se regenerou por completo. Assim,
conclui-se que o biomaterial usado é biocompativel com o tecido 6sseo
receptor de ratas, mas ndo estimulou rapida regeneragédo 6ssea, no tempo de
estudo.
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3.12 - Pesquisas sobre Reconstituicdo de Cranios em
Ratos com Nanofibras e Selante de Fibrina

3.12.1 — Objetivo

Combinacdo de malha de nanofibras com selante de fibrina derivada do
veneno de cobra, como enxerto ao estimulo osteoregenerativo de lesdes
cranianas de ratos.

3.12.2 - Descricao da Metodologia Empregada

A engenharia de tecidos vem se destacando no desenvolvimento ou
aperfeicoamento de biomateriais, que agem como alternativa viavel nos casos
clinicos em que h& a necessidade de enxertia. Esses materiais atuam como
suporte tridimensional para adeséo, proliferacéo e diferenciagao celular durante
as etapas do reparo 0sseo. Dentre esses, estdo a nanofibra produzida pelo
método de eletrofiacdo e o selante de fibrina derivado do veneno de Crotalus
durissus terrificus, ambos agindo como com capacidade de arcabouco (scafold)
(suporte) para crescimento celular pela rede de fibras entrelacadas. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade osteogénica da combinacgao de
nanofibras com selante de fibrina derivada do veneno de cobra, no reparo de
defeitos produzidos na calota craniana de ratos.

Foram utilizadas 20 ratas (Rattus norvegicus, Wistar) machos com 15 semanas
de idade e peso médio de 350g, separadas em grupo 1 (G1) com defeito
craniano sem preenchimento, grupo 2 (G2) preenchido com nanofibra (PLLA);
grupo 3 (G3) com selante de fibrina derivado do veneno de cobra e grupo 4
(G4) com a combinacado de selante de fibrina e nanofibra.

3.12.3 - Resultados Obtidos, Observacgoes e
Discussoées

O sacrificio dos animais ocorreu 5 semanas de pos-cirdrgico da cirurgia do
defeito experimental no cranio dos animais. Em seguida, as amostras da area
cirdrgica foram removidas, foto documentadas, radiografadas e submetidas aos
procedimentos histotécnicos de rotina para a confec¢do das laminas
histologicas para analise histomorfometrica da neoformacao 6ssea do reparo
da area cirurgica. Nos resultados macroscopicos e radiolégicos néo foi
observado sinais de infeccéo na area cirurgica. A falha 6ssea permaneceu
intacta e preservada as areas circunvizinhas. Concluiu-se que o material
utilizado como enxerto € biocompativel, porém nao permitiu o reparo total
dentro do periodo experimental padronizado nesta pesquisa.
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4 — CONCLUSOES FINAIS E SUGESTOES PARA FUTUROS
TRABALHOS

4.1 - Conclusodes

Serao apresentadas conclusdes individuais de cada pesquisa:

- Desenvolvimento de um Equipamento Avancado Para a Produgédo de
Nanofibras - Equipamento Principal

O equipamento bem como seus acessorios funcionaram de acordo com o
esperado.

A ideia da utilizacdo de manufatura aditiva para fazer uma peca altamente
complexa, que foram as piramides ocas, demonstrou ser perfeitamente viavel e
a utilizacéo desse dispositivo produziu nanofibras de excelente qualidade.

O dispositivo injetor multiplo com as piramides ocas devido ao problema de
evaporacao dos solventes variar a viscosidade da solugéo deve ser aperfeicoado
em trabalhos futuros.

- Desenvolvimento de um Equipamento de Illuminagdo que Permita a
Observacgao da Producéo de Nanofibras em Tempo Real

Ver a producéo de nanofibras em tempo real era um problema muito grave
inicialmente; com a utilizagdo desta iluminagéo de LED de cor azul bem como as
paredes revestidas de papel camurca preto fosco demonstraram ser altamente
eficientes, permitindo a visualizacdo em tempo real com o desejado.

- Desenvolvimento de uma Fonte de Alta Tenséo (até 65 KV)

Conseguir uma fonte de alta tensao e baixo custo também foi um grande desafio,
mas conseguimos adaptar esta fonte de cinescopio de TV. Apés devidamente
calibrado verificamos que essa fonte atinge tensdes além dos 60 Kv, portanto
plenamente utilizavel em pesquisas eletrofiacao.

- Desenvolvimento de um Equipamento de Controle Remoto Bluetooth para
Controle dos Equipamentos para Producdo de Nanofibras

Apos alguns incidentes de choques, a alta tenséo atravessava até nossas luvas
de latex, passamos a utilizar o duplo isolamento de vidro temperado e para
controlarmos a longa distancia os equipamentos, foi desenvolvido este controle
remoto Bluetooth e um app via celular. Seu desenvolvimento foi muito
interessante e Util, sendo sempre utilizado.
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- Desenvolvimento de um Equipamento Gabinete Seguro para Eletrofiacéo

Este gabinete aterrado e com uma segunda caixa de vidro temperado
interna nos permitiu trabalhar em seguranca. Em dezenas de horas de uso,
nunca houve um incidente de choque elétrico no gabinete metalico.

- Desenvolvimento de um Dispositivo de Carga Continua de Polimero

O dispositivo mostrou-se muito eficiente, embora os problemas de limpeza
no interior das piramides continuam sendo graves.

- Desenvolvimento de um Equipamento para Obtencao de Nanofibras Alinhadas

O uso do dispositivo permite uma rapida remoc¢éao dos cilindros com as piramides
ocas, mas ainda nao resolveu o problema da variacdo da concentragdo dos
solventes durante o processo exigindo ainda muita manutencao.

- Comparacdo entre Nanofibras de PCL Eletrofiadas pelo Equipamento
Tradicional e pelo Equipamento Avancado

Os MEV comparando as nanofibras feitas pela eletrofiacdo convencional e a
utilizando piramide ocas, mostram que as nanofibras produzidas pelas piramides
eram muito mais finas, sendo em sua totalidade nanofibras e ndo nano e
microfibras misturadas.

- Pesquisa para Obtenc&o de Nanofibras Orientadas a Um Biodesign

A ideia de formar nanofibras com formatos especificos de biodesign foi muito
bem recebida, quando foi exposta nos congressos na Universidade de
Manchester e na Universidade do Porto, a todos que mostra essas nanofibras
com desenhos ficam realmente muito impressionados.

- Pesquisa para Obtencé&o de Nanofibras de PU

Foram produzidas as fibras de PU que se mostraram altamente elasticas, ndo
se rompendo mesmo quando fortemente tracionadas.

- Pesquisa para Obtencéo de Nanoesferas de PCL

Conseguiu se produzir com relativa facilidade as nanoesferas depois que
achamos indica¢des do uso do coletor liquido.

- Pesquisa para Obtenc&o de Nanofibras de PCL
N&o houve praticamente nenhum problema em produzir nanofibras de PCL.

- Pesquisa para Obtencao de Nanofibras de PLLA Sintetizadas em Laboratorio
e Comercial (Comparacao entre as Duas)
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N&o houve problemas da confeccéo das nanofibras sintetizadas na Unicamp e
as comerciais e os resultados utilizando-se células mostraram ser idénticas e
biocompativeis.

- Desenvolvimento de um Processo de obtencdo de Nanofibras Condutivas

O resultado desse experimento nos surpreendeu muito devido a grande
resisténcia ao corte das nanofibras revestidas de metal e também pela sua
grande condutibilidade.

4.2 — Consideracao Final

As nanofibras de biomateriais demonstram ser um 6timo condutor e substrato
para a formacao de varios tipos de tecidos celulares. As nanofibras possuem as
dimensdes apropriadas para as células se agarrar em e se locomoverem
usando-as como apoio; este fato faz com que as células se desenvolvam em trés
dimensdes, acelerando muito seu desenvolvimento e sua proliferacdo. Por ser
um assunto relativamente novo, existe um amplo campo aberto para pesquisa
pois ainda existem muitos poucos pesquisadores na area e realmente existe
muito a se descobrir. Durante este estudo foi necessario ndo somente
conhecimentos de engenharia, mas também de quimica, fisica e biologia. E
muito raro encontrar hoje em dia engenheiros que conhecam todas essas areas,
sendo este um fator que também limita o desenvolvimento dessas pesquisas.

4.3 — Sugestdes para Trabalhos Futuros

- Producéo em Larga Escala de Nanofibras

Construgcédo de um equipamento capaz de produzir em de maneira
continua e em larga escala, usando a técnica de multiplos ejetores feitos em
manufatura aditiva.

- Sistema de Alimentacdo Continuo

A alimentacg&o continua mostrou-se ser um problema de dificil solucao,
devido a variacéo das concentracfes do polimero e do solvente ao longo do
tempo, necessitando de um estudo individual mais aprofundado.

- Sistema de Limpeza Automatico

A solidificacdo do polimero no interior das piramides sao de dificil
remocao, devendo ser desenvolvido meios mais eficientes de remocéao e
limpeza.

- Sistema de Coleta Continuo



112

Ao serem solucionados os problemas de alimentacéo e limpeza continuas
havera a necessidade de desenvolver um sistema de coleta continua devido a
grande quantidade de nanofibras produzidas, tornando entdo a producao
comercial.

- Produgé&o de Nanotubos

Seria muito interessante o desenvolvimento de nanotubos em escala
comercial para usos em drug delivery e energia.

- Producédo de Nanoesferas menores

Utilizando-se tensGes maiores conseguiremos nanoesferas menores seria
interessante estudar com esta fonte de 65 Kv quais seriam 0s menores tamanhos
possiveis.

Producdo de Nanoesferas Recheada

Para drug delivery as nanoesferas recheadas com medicamentos seriam
fundamentais e seu desenvolvimento ainda precisa ser feito.
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Anexo |

1 - “Controlled Biodesing of the Electrospinning Nanofibers with PLLA”

Esse antigo seria apresentado no IBIC 2018. 6th INTERNATIONAL
CONFERENCE ON INDUSTRIAL BIOTECHNOLOGY. Veneza, Italia, ele
demonstra um método inovador de conseguir mantas de nanofibras em
duas dimensdes com detalhes extremamente precisos utilizando apenas
uma placa coletora no formato da manta desejada. Este novo método bem
como o equipamento utilizado foram desenvolvidos pelo autor.
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Abstract

This paper will propose and demonstrate, a new approach using the electrospinning process to create a
namofiber mat with exdremely complex designs and small dimensions. Electrospinning is a well-known technic
to produce polymeric nanofibers. Substantial progress has been made on its fabrication, whatever, there
hadn’t been much advance in the development of complex designs. Many materials are used o produce it,
howsever Poly (Ldactic acid) (PLLA) is one of the most important o fabricate nancfibers for biomedical use, for
its bicdegrability and biocompatibility characteris@ics, thus chosen to be used in this paper to create a PLLA
namofiber mat with complex design.

1. Introduction

Manofibers are defined as fibers with diameter with less than 1000 namometers. They can be manufactured
through diverse technigues, such as phase separation, self-assembly and electrospinning [1].

Electrospinning is a well-known and excellent processing technique. It was extensity studied for the past few
years whereas of the interesting namostructured materials [2-3]. The technigue has great features for
namofiber assembly, such as weracity, cost-benefits, with potential fo escalate o industrial processing and to
use a large range of materials [4-5].

The technique of Electrospinning is the only one that permits dimensional control of the fibers, as well different
amangements of it. It also allows the use of different polymers, and its production is higher when compared with
another approaches [7]. The method consist on the application of high scale electric potentials (5-50 kV) and
low cument (0.5~ 10 pA), that leads to a jet of dissclved polymer being accelerated and stretched. As the jet
mowes in the air, the sohvent evaporates, generating fibers of smaller diameter that can be collected on a metal
screen. Manofibers in the diameter range between 10-2000 nm can be produced depending on the appropriated
choice of the polymer-solvent The mere alignment of the electrospinning nancfibers creates a unique and
functional nanostructure such as nanotubes and nanowires for instance [8-12].

The electrospinning fibers have exceptional properties due to the biomimetic features dwelling on the fibers
diameter in the Mano range; to the high surface areavolume ratio; as well the great porosity with controllable
pore sizes; the potential for surface functionalization and extremely similar structure with the extracellular matrix.
Because of those traits, the technic has gained attention since the 1980s, as well to its versatility and economic
attractiveness on the industrial scale for producing nancfibers from a notable range of organic and inorganic
materials [13-18]. The armmay of industrial use of the namnofibers goes from bamiers, filkers, batteries, enengy
storage, aerospace technology and biomedical devices [5-6].



Fascinated with the biomimetic structure of the electrospinning membranes, and its similarity with the
extracellular matrix, scientist started studying its impending use as scaffolds for tissue engineerng and also
for use as drug delivery [18- 22]. One of the most used biomaternials for tissue engineering is the Poly (Ldactic
acid} (FLLA), a FDA approved biocompatible and biodegradable polyester. PLLA displays a semi crystalline
structure, with a high elastic modulus, which is vital o endure high pressure and flow without breakdown or
degradation. It also presents a mechanical response similar to collagen and it has an excellent electro-spinability
[23—26). Reason to why many researchers chosen to work with PLLA with their electrospinning studies.
However, despite the large interest in the technic and the progress in electrospinning, and two decades of
investment, the curment capability of semi-industrialized nanofiber fabrication does not supply the market needs.
The low efficiency of the process of the state-of-art electrospinning, and the few companies that hold the technic
at industrial scale limits the supply of the market, driven by cost-performance benefits, creating a substantial
gap between supply and demand [27].

To enhance the productivity of electrospinning, there is the need for construct more efficient setups and fiber
organization, so to improve the preduction rate and the control of the process itself, especially to regulate the
electrospinning jet to achieve ordered configurations [28].

At this moment, exists only namofibers mats with homogeneous formn and thickmess. Those are lacking in
complex details on its structure. Thus, it is extremely hard to adapt it to a specific desired fom.

In this paper, we focus on the recent development of the controlled design of the electrospinning PLLA
nanofibers produced in our lab, with the ability to create very complex details in small dimmensions.

2. Materialz and methods
2.1 Materials

It was used for the electrospinning the biedegradable and bioccompatible polymer Poly (L- lactic acid) (PLLA). It
was synthetized on our laboratory, described in the PhD thesis written by the student Milena Savicli Lopes [28].
The material was dissolved with Acetone and Chloroform from Synth. All the solvents were analytical grade and
were used as received.

2.2 Methods
2.2 1 Production of the PLLA electrospinning nanofibers

With intent to optimize the experimental conditions, a standard electrospinning setup was used (Figure 1).

The solution was loaded inte a 10m syringe, connected to a polyamide tube, attaching to a 0,7mm hypodermic
needle as a nozzle. The flow rate of & ml'h was controlled using a programmable syringe pump. A high voltage
power-source of 15 kW was used o charge the solution by attaching it on the metallic target plate. The distance
between the needle-target plate was of 17 cm. To control the design of the electrospinning nanofibers, instead
of having the standard metallic collecting plate, a metallic template cast with complex shape (Figure

2} Was put on its place. Than the standard procedure for electrospinning was camied away, as shown in Figure
3. The experiment was performed at room temperature in a chamber with ventilation system.

III}

O
=

Figure 1 Figure 2

Figure 1: Diagram of the Electrospinning apparatus 1. Metallic Target; 2. Meedle; 3. Nanowire; 6. Manofiber mat;
7. Syringe Infuser; 8. Polymer; 8. High Voltage Source.
Figure 2: Metallic termplate with complex shape

121



@ @
e o)
(=
Figure 3 Figure 4

Figure 3: Process of PLLA nanofiber deposition. 2. Meedle; 3 Nanowire; 4 Nanofiber Mat with small thickness;
5. Mancfiber mat with great thickness; 8. Nanofiber mat.

Figure 4: Manofiber mat coating the target. 4. Manofiber Mat with small thickness; 5. Mancfiber mat with great
thickness; 6. Nanofiber mat.

2.2 2 PLLA nancfiber morphology.

Micrographs of the PLLA nanofibers were recorded in @ Scanning Electron Microscope (SEM) (LEQ Electron
Microscopy 440i ) afier sputter coating with gold, and processed with image processing software (Image Pro
Plus; Media Cybemetics Inc., USA)L

3. Resultz and Discussion

The electrospinning process with PLLA to produce nanofibers is a well-known method. However, the capacity
to create designs using the nanofibers it is a complicated matter.

Many works proposed different technics to create different pattermns with the namofibers using diverse methods.
The use of electrodes to altemate the electrical field during the electrospinning was one of those technics. In
the works of Bellan [30]. Kim [31] and Archarya [32], there were fabrications of different patters with the
nanofibers using steering electrodes, whose depending on the complexdty of the pattern consisted of the use of
two or more electrodes.

The position of the collector itself also can play an important role in the deposition of the nanofibers. Where the
use of grids like in the works of Munir [33]. Gibson [34], Wang et.al. [35] And Zang [36] were used fo guide the
deposition of the nanofibers, creating certain pattems. Zhang [37] on the other hand, used charged needles to
create a pattemned nanofibers membrane. His work, while promising. created patterns with 5 mm dimension,
that didn't show great complexity on its design. These amays consist on regions of high fibers density, with
potential and fibers density, lower in the isclated areas.

On our work, we were able to create an intricate mat of PLLA nancfibers. The method consisting in the simply
replacement of the collecting plate with a metallic template to guide de deposition of the nanofibers, lead fo the
creation of a complex setting.

As show in Figure 4, the nanofibers coated the target, using the metallic template as a guide to deposition.

On Figure 5 and 8, we can see how the nanofiber mat would withdraw from the mold, while keeping up the
complex design of the template.
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Figure 5: Withdrawal of the nanofiber mat - upper view. 1. Metallic Target; 4. Nanofiber Mat with small thickness;
5. Nanofiber mat with great thickness; 8. Nanofiber mat.

Figure 6: Withdrawal of the nanofiber mat - bottom view. 1. Metallic Target; 4. Nanofiber Mat with small
thickness; 5. Nanofiber mat with great thickness: 6. Nanofiber mat.

On Figure 7, we can see a picture of the PLLA nanofibers mat that was built from the metallic template. The
nanofiber deposition followed the complex design of the template, with a higher density of nanofibers deposited
on the metallic area than on the gaps, like in the work of Zhang [37]. On figure 8, we can see the small
dimensions of the fiber when comparad with a regular measurement rule.

Figure 7

Figure 7: Photo of the withdrawn nanofiber mat next to its metallic template. On the left, we can see the metallic
mold, and on the nght, the nanofiber mat created based on the metallic template.

Figure 8: Picture of the nanofiber mat showing it small dimension

(mm scale).
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Figure 9: SEM image from the nanofiber mat. Figure 10: SEM of the nanofiber mat.

However, it was when the PLLA nanofiber mat was observed through SEM that we could gather the detailed
image of the nanometric range of it When magnified 23 times, we could observe that the deposition of the fibers
followed the entire design of the template, including small gap areas, fully covering it with the mat, like shown
in Figure 9.

With our electrospinning technique, we obtained fibers with a diameter of less than 1um, like shown in the SEM
image on Figure 10. Those fibers are extremely thin, and yet they kept their morphological structure, no matter
how complex the deposition template was. This lead us to believe that we can control the deposition of the
nanofibers in any form that we desire, and such, create different pattems for different uses of the nanofibers.
This technic could be used for instance to create a scaffold with a detailed structure to guide cellular proliferation
and differentiation, leading to a more efficient cellular growth, and tissue regeneration.
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4, Conclusion

Until this mmoment, it was inexistent a way to make nancfibers with wery complex pattemns and small dimensions.
A characteristic, which it is extremely important to the development of different uses for the nanofibers. In our
work, we demonstrated a simple methed to contrel the design of the depaosition of the nanofibers, leading to the
production of the complex designs with extremely small dimensions.
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2-“Comparative Analysis of Biocompatibility between Poly (Llactic Acid)
(PLLA) and PLDL Purac® Nanofibers for use in Tissue Engineering”

Esse artigo apresentado durante Congresso engenharia quimica de
biomateriais, em Bolonha, mostra a comparacédo de compatibilidade
biol6gica do PLLA desenvolvido na Unicamp com o PLDL Purac®, que é
um dos melhores biomateriais vendidos comercialmente. Para fazermos a
comparacao foram produzidas nanofibras no equipamento do autor dos
dois materiais, cultivou-se células sobre ambos e comparou-se o
resultado final mostrando que os resultados obtidos foram praticamente
0S Mesmos.
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The absorbable polyacid, poly (L-Lactide) (PLLA) is one of the most commonly used and studied materials in
tissue engineering, for its biocompatibility and biodegradability. This work will show that the PLLA synthesized
at our laboratory has the same biocompatibility as the PLDL Purac®. The PLLA was synthesized through ring-
opening polymerization and manufactured into nanofibers through the electrospinning process. The
cytotoxicity of the material was evaluated by the calorimetric MTT assay (Sigma), Live/Dead (Molecular
Probes), Direct Contact, Elution and Agar Diffusion.The assays were performed using nanofibers membranes
made with PLLA and with PLDL Purac®, where the biomaterials were in contact with the fibroblast cell culture,
in the sense to compare the results between them. For the MTT, Live/Dead and Elution assays the nanofiber
membranes were incubated with the fibroblast cell culture for 24h, 48h and 72h. For the Direct Contact and
Agar Diffusion the nanofiber membranes were maintained in contact with the cells for 24h. For the assay
controls we used DMEM-LG containing 0.5% phenol as the positive control of toxicity CT(+) and for negative
control of toxicity CT(-) DMEM-LG containing 10% FBS. The ANOVA test was used to measure the MTT
assay results, and within 24h of exposure, the cells in contact with the PLLA showed a higher proliferation rate
than CT(-) and PLDL Purac®, being significantly different (p< 0,05). Whatsoever, there were no statistically
significant differences between the PLLA, the PLDL Purac®, and the CT(-) after 48h and 72h of culture
(p>0.05). The morphology of the cells in contact with both biomaterials was also considered normal, showing
no signal of cytotoxicity. The high rates of proliferation and viability of the cells in contact with the PLLA,
shown by the biocompatibility assays, demonstrate that the PLLA is a biocompatible material. The PLDL
Purac® exhibited similar results, as expected. Those findings show that the PLLA synthesized has the same
biocompatibility as the PLDL Purac®. Thus, the PLLA synthesized in our laboratory is a high quality
biomaterial that can assist in the manufacturing of nanofibers that can be adapted for different biomedical
applications.

1. Introduction

Polymers constitute a very wide-ranging class of biomaterials, with diverse uses in the biomedical field. These
biomaterials must show suitable mechanical properties as well as biocompatibility characteristics, for use in
the human body. Therefore, they should not present any local or systemic adverse biological response. PLA is
known for its outstanding biocompatibility and mechanical properties. It also features a diversification of
applications, since simple changes in its physical and chemical structure may make it useful in different areas.
It can be used as a combination of L-lactic (PLLA) and D, L-lactic (PLDL) acid monomers, being the latter
rapidly degraded without formation of crystalline fragments during this process (Fukushima et al. 2008).
Therefore, PLA and its copolymers are materials commonly used in tissue engineering. Whereas one of the
goals of tissue engineering is to help improve tissue regeneration, the use of nanofiber membranes, combined
with their potential for biodegradation, could be of interest for various biomedical applications, since they
mimic the natural extracellular matrix (ECM), providing an excellent environment for the cells to attach, grow

Please cite this article as: Benatti A., Xavier M., Macedo M., Rodrigues A.A., Jardini A., Filho R., Kharmandayan P., 2016, Comparative analysis
of biocompatibility between poly (I-lactic acid) (plla) and pldl purac® nanofibers for use in tissue engineering, Chemical Engineering
Transactions, 49, 199-204 DOI: 10.3303/CET1649034
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and migrate, thus improving the rate of tissue regeneration (Dong et al. 2009). In the present study, we
synthesized PLLA in our laboratory through ring-opening polymerization and manufactured nanofiber
membranes with it. To assay the biocompatibility of the material, we performed different biocompatibility
experiments, and we compared it with PLDL Purac® nanofibers membranes, a PLA co-polymer commonly
used in tissue engineering, with excellent biocompatibility characteristics (Leiggener et al. 2006).

2. Materials and Methods

2.1 Manufacturing of PLLA and PLDL nanofibers

For electrospinning, the biodegradable and biocompatible polymers PLDL Purac® and Poly(L-lactic acid)
(PLLA) were used. PLLA was synthesized in our laboratory as described by Lopes (2014). In the nanofibers
manufacturing process, the PLLA was dissolved in acetone and chloroform, and PLDL in acetone, both at
analytical grade. The solution was then loaded in a 10ml syringe, connected to a polyamide cylinder, attached
to a 0.7mm hypodermic needle as a nozzle. The flow rate of the jet (8ml/h) was controlled by using a syringe
pump. To charge the solution, a 15kV high voltage power-source was used. The distance between the needle
and the collector plate was of 17cm and the time of electrospinning of 2h.

2.2 Cell Incubation

The Vero cells (fibroblast) were seeded (3 x 106 cells/mL) in a culture plate and incubated with 5% CO: at
37°C for 24h. Then, PLLA and PLDL nanofibers were added in wells and cultured for different times. DMEM-
LG containing 0.5% phenol and 10% FBS were used as the positive control CT(+) and negative control CT(-)
for toxicity, respectively. All experiments were performed at least in triplicate (n=3).

23 MTT

The modified Mosmann (1983) method was chosen to perform the MTT assay. For this assay, after periods of
incubation, the MTT solution (0.5 mg/mL Sigma) was added, and after 4h of incubation it was withdrawn and
200 pl of dimethyl sulphoxide (DMSOQO) was added to determine the absorbance values, at an absorption
wavelength of A = 595 nm (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate reader, Molecular Probes). The resulting
absorbance values were expressed as optical density (OD) (mean value + standard deviation). The
comparison between the values was made through parametric data analysis One-way ANOVA. Analysis with
p < 0.05 were considered significant. Analyzes were performed by using StatView software (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA).

2.4 Elution

The elution assay is a quantitative method designed to show the presence of toxic material eluted from a test
sample and the effects on the fibroblast cells cultured in the presence of the extract. For this assay, the
materials were incubated in culture medium for 48h. After this period, the extract obtained from incubation of
materials was inoculated with the fibroblast cells, prepared as mentioned in item 2.2. After various incubation
periods (24, 48 and 72h), the extract was removed and a calorimetric assay was performed, as mentioned in
item 2.3.

2.5 Live/Dead®

The qualitative fluorescence assay kit Live/Dead® (Molecular Probes) was used to qualify the fibroblast
viability. After the incubation time, the cells were washed with 200 pl of PBS and treated with a solution of
Calcein AM and Ethidium homodimer-1 (EthD-1) according to the manufacturer’s instructions. The cells were
incubated at 37°C for 30 min, then washed with PBS and observed by inverted fluorescence microscopy
(Nikon E800) with a specific program (Image Pro-Plus software).

2.6 Direct Contact

For direct contact assay fibroblasts were cultured into a high confluence layer in a 24 wells plate. Then, the
culture medium was removed and replaced with fresh one. The nanofiber samples of PLLA and PLDL were
placed onto the culture and incubated for 24h, with 5% CO, at 37°C. After this period, the materials and
culture medium were removed from the wells. The remaining cells were fixated with alcohol 70% and then
stained with Toluidine Blue (TB) and Xylidine Ponceau (XP). The stain only works on the living cells, and thus,
the toxicity of the material is indicated by the absence of stained cells around the material.

2.7 Agar Diffusion

The agar diffusion assay is a qualitative test designed to show toxic effects of the material on cell morphology.
A near confluent layer of fibroblasts was prepared in a 6-well culture plate. The medium was removed and the
cells covered with a solution of 2% agar, which contained vital stain. While the agar solidified, the cells
dispersed through it. The PLLA and PLDL nanofibers were then placed onto the surface overlaid of the agar
and incubated for 24h at 37 °C. Latex was chosen as positive control of cytotoxicity CT(+) and Teflon as the
negative control of cytotoxicity CT(-). The live cells take up the neutral red vital stain and retain it, while the



129

201

dead cells do not. Thus, the toxicity of the material were evaluated by the loss of vital stain under and around
the material, allowing differentiating the viable from the lysed cells.

3. Results and Discussion

3.1 Cytotoxicity by MTT assay

Cytotoxicity tests were performed to study the polymer biocompatibility. In this study, we chose the MTT assay
where the metabolic activity and the rate of cell growth indicated the degree of cytotoxicity of the PLLA and
PLDL in the cell culture. MTT is a yellow salt that is reduced by mitochondrial dehydrogenase activity of the
enzyme, resulting in a formazan purple salt. This reduction occurs only in living cells. Thus, cell viability was
determined by the intensity of purple color, which is proportional to the amount of formazan crystals formed.
After performing the MTT test, the absorbance values obtained generated the curves below (Figure 1). The
graph shows the proliferation of fibroblast cells in contact with the PLLA and PLDL after 24, 48 and 72h of
exposition.

MTT ASSAY

Figure 1. MTT assay for fibroblast cells cultured with PLLA and PLDL, negative control for toxicity CT(-) and
positive control for toxicity CT(+) for 24 h, 48 h and 72 h.

According to the ANOVA test, after 24h of exposure, there were statistical differences (p < 0,05) between CT(-
), PLLA and PLDL, with PLLA showing a higher rate of cell proliferation than PLDL and CT(-). Whatsoever,
there were no statistically significant differences between the PLLA, PLDL and the (CT-) after 48h and 72h of
culture (p > 0.05). Those results appoint that at the initial exposure time, where the medium is rich in nutrients
and space for the cells to proliferate, there is a high rate of cellular growth. The presence of the nanofibers
stimulate the cell development, which explains the higher amount of cells when cultured with the PLLA and
PLDL nanofibers, than on the CT(-). Those findings show that the synthesized PLLA and the PLDL do not
present cytotoxic behavior with respect to the fibroblast cells in the evaluated periods, in accordance with the
MTT studies of Sarasua et al. (2011) and Wu et al. (2014).

3.2 Elution

The elution assay is a quantitative technique designed to show the incidence of toxic material eluted from a
test sample into the culture medium. Figure 2 shows the kinetics of the cells exposed to the PLLA and PLDL
nanofibers. As observed, the positive control of cytotoxicity CT(+) shows a very little presence of live cells. As
for the negative control CT(-), cells with PLLA nanofibers and cells with PLDL nanofibers, both showed a high
rate of proliferation at 24h of incubation, with no statistical difference between them, where at 24h of
incubation there was a high amount of space and nutrients for the cells to multiply. At 48h there was a
decrease in cell proliferation for CT(-), PLLA and PLDL, probably due to the increasing amount of metabolites
and the decreased quantity of space and nutrients for the cells. The same happened at 72 h of incubation.
These findings show that the synthesized PLLA and the PLDL does not negatively affect the fibroblast cell
viability in the evaluated time periods.
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ELUTION ASSAY

Figure 2. Elution assay for fibroblast cells cultured with PLLA and PLDL, negative control for toxicity CT(-) and
positive control for toxicity CT(+) for 24 h, 48 h and 72 h.

3.3 Viability by LIVE/DEAD®

The Live/Dead® assay provides a qualitative evaluation of the polymer biocompatibility when in contact with
the cells. The fibroblast were cultured with the biomaterials at three different times: 24, 48 and 72h, along with
it controls of toxicity. The calcein present in live cells produces an intense green fluorescence, which is
determined by the enzymatic conversion of the non-fluorescent cell-permeant agent, calcein AM. EthD-1
enters cells with damaged membranes undergoing a strong fluorescence enhancement upon binding to
nucleic acids, thereby producing a bright red fluorescence in dead cells. EthD-1 is excluded by the intact
plasma membrane of live cells.

24 HOURS 48 HOURS 72 HOURS

CT(+)

CT(-)

PLLA

PLDL

Figure 3. Live/Dead assay of fibroblast in contact with PLLA and PLDL at different times. A — Positive control
CT(+). B — Negative control CT(-). C — PLLA nanofibers cultured with fibroblasts. D — PLDL nanofibers
cultured with fibroblasts.
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Figure 3 presents the results of the Live/Dead assay. Images A show the positive control of toxicity CT(+)
where the cells were red stained, showing cell death at all times. Images B shown the negative control of
toxicity CT(-), where, at different times, cells were stained in fluorescent green indicating that the cell
membrane was intact. Images C show the cells in contact with PLLA for 24h, 48h and 72 h, respectively. They
all showed normal morphology, as the ones at CT(-); however, at 72h we can see some cells red stained,
showing that there are some dead cells. Whatsoever, at 72h of incubation, there are less nutrient and space
for the cells to keep proliferating, with a high amount of metabolites in the culture medium. This can be the
reason for the appearance of a higher number of dead cells in the culture. The same results were obtained for
the cells in contact with PLDL, as shown in Images D. Those results show that the presence of PLLA and
PLDL nanofibers did not affect negatively cell proliferation and morphology, instead improved cell proliferation,
in line with the results previously shown by Bernstein et al. (2012), who tested PLLA with different formats,
such as screws and pins through LIVE/DEAD® assay. Hence the qualitative assay of Live/Dead corroborate
the quantitatively cytotoxicity assay MTT.

3.4 Direct Contact

The cells were directly exposed to the PLLA and PLDL nanofibers to assay if their presence would cause toxic
effects on cell morphology. Since only live cells are stained, we can measure the toxicity of the material
through the lack of stain around the area exposed to the material. Figure 4 presents the results of the assay;
Images A report the control, where no material was in contact with the fibroblast, showing normal cell
morphology (A1 and A2). Images B show the cells in contact with PLLA nanofibers and stained with Toluidine
Blue (B1) and Xylidine Ponceau (B2), both images show a normal cell morphology, indicating that the PLLA
nanofibers present no toxicity for the fibroblasts. Images C show the cells in contact with PLDL nanofibers and
stained with Toluidine Blue (C1) and Xylidine Ponceau (C2) indicating that the PLDL nanofibers also present
no toxicity for the fibroblasts.

TOLUIDINE BLUE XYLIDINE PONCEAU

. PR ~rO0OX-200

"~

C1 Cc2

Figure 4. Direct Contact assay. Cells in contact with PLLA and PLDL stained with Toluidine Blue and Xylidine
Ponceau.

3.5 Agar Diffusion

The agar diffusion assay is a qualitative test, where one can assay the toxicity of a material from the lack of
dye around it, since only live cells can be stained. Figure 5 show the fibroblast cells in contact with PLLA,
PLDL and their respective controls. On image A we can see the lack of dye of the cells in contact with the
Latex CT(+), showing cell death. On image B, the cells were all stained with vital stain neutral red when in
contact with the Teflon CT(-), showing that the cells were alive and with normal morphology. Image C show
the cells in contact with PLLA nanofiber and image D with PLDL nanofibers. On both images, the cells were
stained, both presenting normal morphology. This demonstrated that both materials do not present any toxic
effect on cell culture.
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AGAR DIFUSION

Figure 5. A — Positive Control of Toxicity (Latex). B — Negative control of toxicity (Teflon). C- Cells exposed to
PLLA nanofibers. D- Cells exposed with PLDL nanofibers.

4. Conclusion

The results of the MTT assay, Live/Dead, Direct Contact, Elution and Agar Diffusion bring to the conclusion,
that both PLLA nanofibers and PLDL® nanofibers do not present toxic effect on fibroblast cell cultures.
Moreover, there were no statistical differences between the quantitatively results of PLLA and PLDL® on the
MTT and Elution assays. This show that the PLLA synthesized in our laboratory has the same biocompatibility
characteristics than the PLDL®, a material available on the market.
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3 - “PLLA Synthesis and Nanofibers production: Viability by Human
Mesenchymal Stem Cell from Adipose Tissue”

Este artigo apresentado numa conferéncia de biofabricacdo, em
Manchester, mostra a sintese e a producao de nanofibras de PLLA,
produzidas no equipamento desenvolvido pelo autor e sua
compatibilidade com células-tronco mesenquimais humanas feitas a
partir células de tecido adiposo.

Ressalta-se que os resultados obtidos demonstram um aumento de 110%
da populacédo de células, apds 72 horas, na amostra disposta sobre
nanofibras em relacdo a amostra de células diretamente sobre o PLLA.
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Abstract

The absorbable polyacid is one of the most used and studied materials in tissue engineering. This work synthesized a
poly (L-lactic acid) (PLLA) through ring-opening polymerization and produced with it nanofibers by the
electrospinning process. The PLLA was analyzed by FTIR and its cytotoxicity was evaluated by the MTT assay and
Live/Dead® (Molecular Probes). The tests were performed in contact with human mesenchymal cells at varying times.
The high rates of viability and proliferation of cells in contact with the PLLA shown by MTT and Live/Dead® tests
demonstrate that this PLLA is a biocompatible material. There was also the successful production of electrospinning
nanofibers, which can be converted for specific biomedical applications in the future.

© 2015 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license

(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
Peer-review under responsibility of the scientific committee of The Second CIRP Conference on Biomanufacturing

Keywords: bi ials; material synthesis; PLLA; cell culture; MTT test; tissue-engineering; biofabrication.

1. Introduction: to interact with biological systems, as well as restore functions
of living tissues and organs on human or animal individuals [1-

For the past few years, there had been a growing interest in 4].

biomaterials and tissue engineering. This interest is a result of

the indispensable role of those in the medical field.  The polymers compose a very broad class of biomaterials, and

Biomaterials are biocompatible and bioactive, with the intent there had been development in the biomedical field for use of

2212-8271 © 2015 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
(http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Peer-review under responsibility of the scientific committee of The Second CIRP Conference on Biomanufacturing
doi:10.1016/j.procir.2015.11.019



135

M.V. Xavier et al. / Procedia CIRP 49 (2016) 213 — 221

those polymeric materials. These biomaterials must show
appropriate mechanical properties as well as be biocompatible,
to be used in the human body. Thus they shouldnt present any
local or systemic adverse biological response. The material
should be then non-toxic, non-carcinogenic, non-antigenic and
non-mutagenic. In blood applications, they must also be non-
thrombogenic [5].

The assigning of biomaterials appropriate for the development
of implants requires meeting certain criteria, so that its effects
on the surrounding tissues are decreased. The most pertinent
variables should be studied in detail, such as biocompatibility,
biodegradability, bioabsorbable capacity, degradation rate,
surface finish (pore diameter and porosity), etc. [6].

Biomaterials may show a low, medium or high plausible risk
to human safety, conditional on the kind and length of patient
contact with it. One of the suggested and appropriate steps for
the biological assessment of the medical devices is the in vitro
measurement of the cytotoxicity of the biomaterial [7].
Cytotoxicity assays are essential for biocompatibility analysis
of a biomaterial. These tests will be determined the cytotoxicity
effect of the material, depending on the time and contact of it
with the body, blood, bone and other tissues [8]. Therefore, the
in vitro cytotoxicity evaluation of biomaterials is an important
aspect in the research for tissue engineering.

Nowadays, many biomaterials are used in the medical area. We
can find bioabsorbable screws and pins, biodegradable
peripheral stents and suture materials. Frequently these
materials are made of poly(L-Lactide) (PLLA) and others
compounds which contains that polymer.

Polylactides in overall and in specific poly (L-lactide) (PLLA)
may be seen as second-generation biomaterials[1-4]. Different
variants of temporary devices have been used in the medical
field, and the most used are polyesters composed of derivatives
of a-hydroxy acids such as poly (L-lactic acid) (PLLA), poly
(D-lactic acid) (PDLA), poly (DL-lactic acid) (PDLLA), poly
(glycolic acid) (PGA) and polycaprolactone (PCL). The
polymer is degraded through simple hydrolysis, breaking the
molecule into small units, and so its products can then be
eliminated from the body through natural metabolic pathways,
such as citric acid cycle, or through renal excretion [9]. The
hydrolysis initially promotes the fall of the molar mass, mainly
in the amorphous regions. As the water diffuses into the device
and fragmentation occurs to decrease in mechanical strength
and further reduced weight due to hydrolysis and enzymatic
attack [10].Thus, no surgical removal of the materials is
necessary and over the time, the new tissue can be shaped
substituting the mechanical purpose of the implant itself.

PLLA has gained great attention because of its excellent
biocompatibility and mechanical properties. It also presents a

diversification of applications, since simple changes in their
physical and chemical structure may make it useful in different
areas. Depending on your application and your final
destination, you can get different products using specific
polymerization routes. However, its long degradation times
coupled with the high crystallinity of its fragments can cause
inflammatory reactions in the body. In order to overcome this,
PLLA can be used as a material combination of L-lactic and D,
L-lactic acid monomers, being the latter rapidly degraded
without formation of crystalline fragments during this process
[11].

Prior works done by our group [12, 13] have shown that the
PLLA can be obtained using different routes (Figure 1). In
general, there are three methods that can be used to produce
high molecular mass PLLA of about 100,000 Daltons: (a)
direct condensation polymerization; (b) azeotropic dehydrative
condensation and (¢) polymerization through lactide formation,
the ring-opening polymerization [14]. Currently, direct
condensation and ring-opening polymerization are the most
used production techniques.

U s —
— 1 2 B

Figure 1. PLLA different synthesis methods [14]

While there are different ways to manufacture PLLA, its
production is not an easy task. The synthesis of PLLLA demands
severe control of conditions such as temperature, pressure and
pH, just as well as the use of catalysts and long polymerization
time, which lead to a high-energy consumption to achieve the
final product.

PLLA not only is a biodegradable and biocompatible material,
it also presents a mechanical response similar to collagen, as
well as a semi crystalline structure, with an excellent elastic
capacity, characteristics that makes the polymer a perfect
candidate for electrospinning [15-18]. Electrospinning of
polymer solutions has been extensively used in the last few
years to produce polymeric fibers of Nano-dimensions [19].

The electrospinning fibers have exceptional properties due to
the biomimetic features dwelling on the fiber diameter, with
less than 1000 nanometers in diameter, in the Nano range as
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well as due to the high surface area/volume ratio [20]. In the
electrospinning process, a capillary tube or syringe and a
metallic electrode are used, associated to a grounded high
voltage supply in the polymeric solution. An electrical tension
is applied and when the electrostatic forces overcome the
solution's surface tension, the hemispherical surface of the
capillary's drop (Taylor's cone) elongates and an electrically
charged jet of polymeric solution is generated. During the jet's
trajectory to the collector, the solvent evaporates; thus solid
nanofibers are formed and collected in the form of non-woven
mats on the metallic collector. The variables of this process are
many: solutions concentration (which determines the solutions
viscosity), solvent type, applied electrical field, ionic salts
addition (which can increase the solution's electrical
conductivity), flow rate, temperature and others [19]. This
work will present evidence about the properties and synthesis
of PLLA scaffolds and nanofibers, as well as evaluate the
biocompatibility of it, through cytotoxicity assays.

2. Materials and Methods

2.1 Poly-lactic acid synthesis

The synthesis of PLLA was conducted by bulk polymerization
by adding L-lactide monomer into a glass reactor containing
the catalyst Sn (Oct) > (Sigma). The proportion
monomer/catalyst was 0.5%. The mixture was immersed in an
oil bath at 140°C for 2 hours under nitrogen flow. The produced
polymer was dissolved in chloroform, CHCl; (Merck),
precipitated in ethyl alcohol and dried in a vacuum oven at
60°C for 12 hours.

2.2 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

The functional groups of the produced PLLA were analyzed by
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), and
paralleled with standard commercial polymer, PLLA
(PURAC). The samples were evaluated by ATR accessory
SMART mode OMNI-SAMPLER in an infrared Fourier
transform spectrometer Thermo Scientific Nicolet 6700. The
spectra were analyzed in the mid-infrared range 4000-675cm’!,
obtained from the intensities absorption bands of molecules
expressed in transmittance.

2.3 Isolation of mesenchymal stem cells derived from adipose
tissue

The human adipose tissue was obtained by liposuction
procedure. It was washed with phosphate-buffered saline
(PBS) to remove any connective tissue and red blood cells
present. The adipose tissue was added to a 50-ml Falcon tube,
followed by digestion for 30 minutes at 37 °C with 20 mg
collagenase type 1A (Sigma, St. Louis, MO, EUA), 200 mg of

bovine serum albumin (BSA), 20 ml of Dulbecco's Modified
Eagle's Medium Low Glucose (DMEM-LG) and 10 ul of
gentamicin. After tissue digestion, 10 ml of fetal bovine serum
(FBS) was added to neutralize the enzymatic activity, and the
cells were centrifuged at 1500 rpm for 15 minutes, resuspended
in 10 ml DMEM with 10% FBS, seeded into culture plate and
incubated at 37 °C with 5% atmospheric CO2. After 24 hours,
the medium was changed every three days until the cells
reached 70% of confluence. After four passages, the Adipose
tissue-derived stem cells (ADSCs) (1x103 cells/ml) were
characterized and seeded into a 96-well plate and incubated
with DMEM-LG containing 10% FBS at 37 °C for 24 hours.

2.4 MTT test for cytotoxicity evaluation

The PLLA samples (2mm x 5 mm) were incubated with the
ADSCs for 24 hours. DMEM-LG containing 0.5% phenol was
used as the positive control for toxicity (CT+), whereas
DMEM-LG containing 10% FBS was used as the negative
control for toxicity (CT-). The cells were cultured for 24, 48
and 72 hours.

The modified MOSMANN method [21] was chosen to perform
the MTT assay. After the chosen incubation time, the scaffolds
were removed, and the wells were washed with 200 pul of PBS
and 200 pl of DMEM-LG. Next, 200 pl of thiazolyl blue
tetrazolium bromide solution (MTT, Sigma) in DMEM-LG
(0,5 mg/ml) was added, and the plate was incubated in the dark
for 4 hours at 37 °C. The MTT solution was withdrawn, and
200 upl of dimethyl sulphoxide (DMSO) was added to
determine the absorbance values, at an absorption curve of A=
595 nm (FilterMax F5 Multi-Mode Microplate reader,
Molecular Probes).

The absorbance values of the results were expressed as optical
density (OD) as the mean + standard deviation. The comparison
between the values was made with the method Least
Significance Difference (LSD) test of Fisher and parametric
data analysis One-way ANOVA. Analysis with p <0.05 were
considered significant. Analyzes were performed using
StatView software (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

2.5 Viability by Live/Dead®

A Live/Dead fluorescence assay kit (Molecular Probes) was
used to qualify the ADSC viability. In a qualitative test for
biocompatibility Live Dead®. The cells were seeded (3 x 106
cells/ml) into a 96-well plate and incubated with DMEM-LG
containing 10% FBS at 37 °C for 24 h. After this period, the
PLLA scaffolds (2mm x 5 mm) were incubated with the cells
for 24 h. A Live/Dead fluorescence assay kit (Molecular
Probes) was used to qualify the cells viability. After 24 h, the
cells were washed with 200 pl of PBS and treated with a
solution of Calcein AM and Ethidium homodimer-1 according
to the manufacturer’s instructions. The cells were incubated at
37 °C for 30 min and then washed and maintained in PBS. The
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cells were observed by inverted fluorescence microscopy
(Nikon E800) with a specific program (Image Pro-Plus
software).

2.6 Electrospinning process

For the production of the PLLA nanofibers, the polymer was
dissolved with acetone and chloroform. The solution was then
loaded in a 10ml syringe, connected to a polyamide cylinder,
attached to a 0,7mm hypodermic needle as a nozzle. The flow
rate of the jet (8ml/h) was managed using a syringe pump. To
charge the solution, a 15kV high voltage power-source was
used. The distance between the needle and the collector plate
was of 17cm. Meaning to enhance the experimental settings, a
default electrospinning setup was used as shown in Figure 2.

Figure 2. Diagram of the Electrospinning apparatus 1. Metallic Target;
2.Needle; 3.Nanowire; 6.Nanofiber mat; 7, Syringe Infuser:
8.Polymer; 9.High Voltage Source.

2.7 PLLA nanofiber morphology

To analyze the nanofiber morphology, images of the PLLA
nanofibers were documented in the Scanning Electron
Microscope (SEM) (LEO Electron Microscopy 440i). The
nanofiber mat was sputter coating with gold, and then analyzed
by SEM. The images were then processed with an image
software (Image Pro Plus; Media Cybernetics Inc., USA).

3. Results and Discussion
Poly-lactic acid synthesis

The PLLA was synthesized by opening of the cyclic dimer of
L-lactide in order to obtain high molecular weight polymer.
The synthesis temperature was maintained at 140 °C thus
avoiding, high temperatures, which lead to a depolymerization
process which allows the decrease of the molecular weight of
the polymer [24,25]. The obtained polymer had the PLLA

molecular weight 86.93 g/mol.
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

FTIR analyses were made to determine the functional groups
of the products obtained in order to understand more deeply
what happens in the polymerization of Poly (lactic acid).

The standard PLLA and the synthesized by our group, were
structurally analyzed by spectroscopy in the infrared (FTIR).
The infrared analyzes were performed to determine the
functional groups of the product obtained, compared with the
standard and verified the formation of the polymer. The
spectrum of synthesized PLLA and standard PLLA is presented
in Figure 3.
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Fig. 3. FTIR spectrum of PLLA synthesized compared with PLLA
standard.

In Figure 3 for the standard commercial PLLA, vibrations were
observed symmetrical and asymmetrical valence of 1130.42
and 1044.92 cm™, related to C-O the grouping COO; stretching
of the C-H at 2999.47 and 2948.81 cm™'; COO stretching to 872
cm’'; valence vibration of C = O of COO at 1754 cm™' and CH
bending vibrations at 1387.86 and 1452 cm™'.

For PLLA obtained in the synthesis, were observed symmetric
and asymmetric vibration valence 1130.53 and 1040.14 cm™,
related to C-O the grouping COO; stretching of the C-H bond
at 2989.63 and 2946.87 cm™', COO stretching to 870.76 cm’',
valence vibrations of C=0 of COO at 1750 cm™ and C-H
bending vibrations at 1374.56 and 1345.14 cm™'.

The results demonstrated the similarity of the peaks relating to
the absorption bands of each sample. Which shows the
formation of the synthetized polymer PLLA through the
studied pathway. The bands of functional groups are the same
as those obtained in the standard sample and also those found
in the literature shown by Nikolic [26], Motta and Duek [27].
And Lasprilla [28], confirming the formation of the polymer.

Cytotoxicity by MTT

Cytotoxicity test was performed to study the polymer
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biocompatibility. During the last few years, the interest of in
vitro
experimentation. The cytotoxicity is the harmful in vitro effect
induced in the cell culture system by the presence of a certain

tests has increased, as an alternative to animal

substance or material, such as a biomaterial for instance. In this
study we used the MTT assay (a direct and suitable assay for
the quantitative in vitro biocompatibility evaluation), on which
the metabolic activity and the rate of cell growth have indicated
the degree of PLLA cytotoxicity in the cell culture.

MTT [29] is a yellow salt which is reduced by mitochondrial
dehydrogenase activity of the enzyme resulting in a formazan
salt purple. This reduction occurs only in living cells. Thus, cell
viability can be determined by the intensity of purple color,
which is proportional to the amount of formazan crystals
formed.

After performing the MTT test, the absorbance values that were
obtained, generated the curves below (Figure 4). The curves
show the cytotoxicity of mesenchymal cells in contact with the
PLLA after 24, 48 and 72 hours.

MTT ASSAY

Figure 4. Kinetic curves of cell proliferation as measured by optical
density (OD) from the MTT assay for mesenchymal cells cultured
with PLLA, negative control for toxicity (CT-) and positive control
for toxicity (CT+) for 24 hours, 48 hours e 72 hours.

According to the ANOVA test, there are no statistically
significant differences between the PLLA and the (CT-) after
24 hours and 48 hours of culture (p > 0.05). However after 72
the cultured with PLLA showed higher
proliferation when compared to (CT-), considered statistically
significant (p < 0.05).

These results show that the synthetized PLLA doesn’t
viability in
evaluated periods. This indicates that the material does not
present cytotoxic behavior after 24, 48 and 72 hours, in
accordance with the MTT studies of Sarasua (2011) [30] and
WU (2014) [31]. In the MTT tests made by Niu (2015) [32] and
Liu (2014) [33], they evaluated polymers that showed no in
vitro cytotoxicity as well, demonstrating correlation with our

hours, cells

negatively affect the mesenchymal cell the

results.

Viability by LIVE/DEAD®

The Live/Dead® assay shows in a qualitatively matter the
polymer biocompatibility when in contact with the cells. The
cells were cultured with the biomaterial in three different times:
24, 48 and 72 hours. There was also the presence of positive
control for toxicity (CT+) and negative controls of toxicity
(CT-). The live cells reacted with the fluorescent marker
SYTO® 9, staining the viable cells with green. On the other
hand, un-viable cells were stained red, showing cell death.
Figure 5 shows the results obtained by the Live/Dead® method
by inverted fluorescence microscopy.
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Figure 5. Images show cell viability on Live/Dead® test after 24
hours, 48hours and 72hours. A- Shows the negative control for
toxicity (CT-), live cells in green fluorescence. B- PLLA, the cells
present green fluorescence as negative control (CT-). C- Positive
Control for toxicity (CT+), dead cells shown in red fluorescence.

Figures 5A1, SA2 and 5A3 show the negative control for
toxicity (CT-), on different times, where the viable cells with
intact cellular membrane, were stained fluorescent green. On
Figures 5B1, 5B2 and 5B3 show the cells in contact with PLLA
for 24 hours, 48 hours and 72 hours respectively. The images
of the cells in contact with PLLA appeared normal morphology
on all times, just like the ones of (CT-) (Fig SA and 5B). On the
other hand, Figures 5C1, 5C2 and 5C3 show the positive
control for toxicity (CT+), where it was stained red on all times,
showing dead cells, with presence of debris and cell fragments.
The results obtained in this assay shows that the cells in contact
with new PLLA demonstrated the same green fluorescence that
(CT-), which that the
mesenchymal cells are alive and proliferating.

The work of Bernstein (2012) [34], tested PLLA with different
formats, and pins, and through his
LIVE/DEAD® test, no cytotoxicity was detected, which
corresponded with our results.

Our findings with the quantitative cytotoxicity assay MTT and
qualitative cytotoxicity test LIVE/DEAD® showed that the
mesenchymal cells in contact with the synthetized PLLA
proliferated just as the ones of the negative control, keeping the
the cell. That

the Negative Control reassure

such as screws

normal morphological characteristics of



demonstrates that our synthetized PLLA is a biocompatible
material.

PLLA Electrospinning

The electrospinning process was performed after the PLLA
synthesis and the following realization of the cytotoxicity tests,
and evaluation of it biocompatibility. PLLA nanofibers were
produced, forming a mat as shown in Figure 6.
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Figure 6. SEM image of the PLLA nanofibers mat. 1000x.

The nanofiber mat contains fibers that are extremely thin, and
yet that keep their morphological structure. Those have a
diameter of less than 1um, as shown in Figure 7. To repair or
restore the function of damaged or diseased tissue it is
necessaire many complex methodes ., employing a mix of
knowledge and techniques of engineering, chemistry and cell
biology, the use of PLLA and nanofibers to create a more
efficient three-dimensional structure to assist it, is a well
accepted method in the scientific community..

The nanofiber scaffold has a high surface area per unit volume,
as well an extremely interconnected pore network and fiber
diameters that mimic the extracellular matrix environment.

EWT = 10.00 kV 2um

Figure 7. SEM image of the PLLA nanofiber mat. 10.000x.

139

M.V. Xavier et al. / Procedia CIRP 49 (2016) 213 — 221

With intention to show that the electrospinning process to
produce the nanofibers wouldnt be prejudicial to cell growth,
the calorimetric assay of MTT [21] was performed with the
PLLA nanofibers. The cytotoxicity of the nanofibers are shown
in Figure 8.

MTT Nanofibers Assay

0

Te PLLA

ABSORRANCE

Figure 8. Kinetic curves of cell proliferation as measured by optical
density (OD) from the MTT PLLA Nanofibers assay, negative control
for toxicity (CT-) and positive control for toxicity (CT+) for 24 hours
and 48 hours.

The graphics show the cytotoxicity of the mesenchymal cells
in contact with the PLLA nanofibers after 24 hours and 48
hours. According to the ANOVA test, there are no statistically
significant differences between the PLLA and the negative
control of cytotoxicity (CT-) after 24 hours and 48 hours of
culture (p > 0.05). Though, the cells cultured with the PLLA
nanofibers showed higher proliferation when compared to the
positive control of cytotoxicity (CT+), considered statistically
significant (p < 0.05). Thus, the data shows that the
electrospinning process wasn’t harmful to the cells.

The nanofibers are known for mimic the natural extracellular
matrix conditions, and because of this characteristic, they help
promote a higher cell adhesion, migration and proliferation.
This leads to a higher cell growth and so tissue regeneration.
Thus, making it an extremely interesting device to be used in
tissue engineering. Considering the presented studies, it is
possible to use the knowledge on the following tissue
engineering (TE) tests with this material for clinical
application, it is essential to fabricate autologous TE skin
substitutes, with sufficient mechanical strength for handling
and suturing during surgical implantation and effective
functionality for facilitating wound closure [35]. Composite
scaffolds can also be created using electrospinning. For
example, by sequentially spinning different polymer solutions,
a scaffold with layers can be constructed. Each layer can be
tailored for specific cell adhesion and could be potentially
beneficial for zonal articular cartilage or arterial vessel repair
[36].

There are many applications of the electrospinning technology
in the biomedical field. The reasons are quite evident such as
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the simplicity of the procedure in generating the large surface
area- to- volume ratio of the material and the mechanical
stability of the fibres that allows for its use in the biomedical
field [37]. The improvement of PLLA production and
electrospinning process generate new TE possibilities to be
tested.

4. Conclusion

This study has proved that the ring-opening polymerization is
a viable process for the production of PLLA derivation from
the lactic acid in these studied conditions. It also shows that this
PLLA is a non-toxic polymer to the cell, hence being then
considered biocompatible. Thus, PLLA can be employed to the
manufacture of nanofibers by the electrospinning process,
which can be used for different purposes in the medical field.
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4- “Electrospun polyurethane membranes for Tissue

Engineering applications”

Este artigo apresentado e publicado na Materials Science & Engineering,
mostra as nanofibras de PU produzidas no equipamento do autor
servindo de base para reproducédo de células de fibroblastos onde foi
verificado sua viabilidade. Os resultados obtidos mostram que além de
ser viavel as nanofibras promovem um grande aumento na proliferacéo
das células além de que foram observados um comportamento elastico
das nanofibras impressionante.
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Received 26 August 2016 molecules, growth factors or cells for such regeneration. In this research, polyurethane membranes were pre-
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such as epithelial, drug delivery or cardiac applications. The influence of fibers on the structure and morphology
of the membranes was studied using scanning electron microscopy (SEM), the structure was evaluated by Fou-
rier transform infrared spectroscopy (FT-IR), and the thermal stability was analyzed by thermogravimetry anal-
ysis (TGA). In vitro cells attachment and proliferation was investigated by SEM, and in vitro cell viability was
studied by 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) assays and Live/Dead®
assays. It was found that the membranes present an homogeneous morphology, high porosity, high surface
area/volume ratio, it was also observed a random fiber network. The thermal analysis showed that the membrane
degradation started at 254 °C. In vitro evaluation of fibroblasts cells showed that fibroblasts spread over the mem-
brane surface after 24, 48 and 72 h of culture. This study supports the investigation of electrospun polyurethane
membranes as biocompatible scaffolds for Tissue Engineering applications and provides some guidelines for im-
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proved biomaterials with desired properties.

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Tissue Engineering (TE) has emerged as a technology with potential
for regeneration of tissues through scaffolds and provides the basis as a
possible option for organs development. Tridimensional biomimetic
scaffolds have been applied in TE because of their nanoscaled architec-
ture, similar to the extracellular matrix (ECM). However, the synthesis
of adequate scaffolds to a cell culture is a challenge to be overcome. Scaf-
folds should have a porous structure, appropriate pore size, intercon-
nectivity and must be biocompatible [1]. Typical scaffolds designs
have included foams, sponges, films and membranes.

The use of polymeric membranes in the medical area has grown con-
siderably. From the membranes, it is possible to obtain artificial skin [2],
bandages [3], angioplasty balloons, intra-gastric balloons, and neural
connections [4].

The skin wounds market has been considered the most successful
market in the TE area, so far [5]. This is a large market composed by
products to heal damaged skin, severe burns, diabetic and pressure ul-
cers. Skin wounds may appear as a result of accidents, but also as a result
of surgical incisions. Pressure ulcers may be caused by immobility, and

* Corresponding author at: 500 Albert Einstein Avenue, Campinas, Sdo Paulo, Brazil.
E-mail address: lagabriel@gmail.com (L.P. Gabriel).

http://dx.doi.org/10.1016/j.msec.2016.11.057
0928-4931/© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

cause infections or more severe complications. Patients with chronic
diseases such as diabetes and obesity are also subject to more difficult
wound healing. In the United States, it is estimated that, about 6.5 mil-
lion cases per year of skin ulcer [6], about 285 million people had diabe-
tes mellitus in 2010 and it is estimated > 360 million people by 2030 will
have diabetes mellitus [7,8]. It is worthwhile mentioning, that with pop-
ulation aging, it is expected to have a significant increase in such ill-
nesses as well as in the skin wounds in general due to more skin
sensibility.

Nowadays, several polymers have been applied as membranes for
TE, including poly(lactic acid) (PLA) [9], poly(glycolic acid) (PGA),
poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) [10], polycaprolactone (PCL) and
polyurethane (PU). Among them, polyurethanes (PUs) are of particular
interest due to the mechanical properties, processability, flexibility and
biocompatibility, associated with their versatile structure. The soft seg-
ment of the segmented structure of PUs can be modified in order to ob-
tain a flexible structure, leading to lower friction with the host tissue
improving the artificial tissue integration.

The final property of the membrane is not only function of the poly-
mer, but also of the manufacture process. Among possible techniques,
electrospinning was identified as a suitable procedure for TE due the
possibility of obtain scaffolds that can mimic the extracellular matrix.
It is an attractive technique, but many factors determine the success of
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the fiber production, from the solution parameters, such as, concen-
tration, conductivity and viscosity, the controlled variables, such as,
the flow rate, the electrical field strength, the distance between the
tip and the collector, and the laboratory environment parameters,
such as temperature, humidity and air velocity [11-13]. However,
this technique presents limitations based on scarce cell infiltration
and ingrowth, inadequate mechanical strength [14], possible toxic-
ity due to the residual solvent, and slow production rate. The opti-
mum pore sizes for tissues are in the range 100-500 um [15] and
the electrospinning technique enables to obtain pore sizes in this
range.

The synthesis of electrospun polyurethanes is relatively new and as-
sociating with the fact that PU is a promising polymer to support cell ad-
hesion due to its mechanical resistance, it is interesting to investigate
the potential of this material. Moreover, there have been few studies
proving that this is a viable and promising technique for the fabrication
of membranes. In addition, PU demonstrated to have good barrier prop-
erties and oxygen permeability, ideal for membrane applications [16].
For fibroblasts culture, the optimal pore size was found to be 20 um
[17], at the same time, a large pore size of 500 um was found to be excel-
lent for fibroblast vascular tissue ingrowth [18]. However, few in vivo
studies of electrospun PU scaffold were done [19]. Electrospun polyure-
thane have been applied as wound dressings [20], shape memory de-
vices [21], drug delivery device [22], stents [23], aortic valve [24],
bandages [16] and grafts [25].

The purpose of this study was to prepare PU membranes via the
electrospinning apparatus and to investigate the produced membrane
through morphological, structural, thermal properties and biological re-
sponse through in vitro cell viability and adhesion assays.

2. Materials and methods
2.1. Materials

All chemicals were of analytical grade, purchased by Sigma Aldrich
and were used without further purification. PUs in pellets form (medical
grade SG85A) was kindly provided by Lubrizol Advanced Materials. This
is an aliphatic poly(ether-urethane) prepared from poly(tetramethylene
glycol) (PTMG), hexamethylene diisocyanate (HMDI) and butanediol
(BDO) as chain extender.

2.2. Methods

2.2.1. PU electrospinning solution preparati

PU stock solution was prepared by dissolving PU in chloroform at a
concentration of 2 g/L during sonication (Ultrasonic clear, Unique, Sio
Paulo, Brazil) for 2 h.

2.2.2. Preparation of the electrospun membranes

The electrospinning apparatus employed in this research was de-
signed and built-up by the National Institute of Biofabrication (INCT-
Biofabris), where it is located, and presents more operational flexi-
bility compared to commercial rigs. It consisted of a syringe pump,
a high-voltage direct-current power supplier (Testtech) generating
a positive dc voltage up to 30 kV, and a grounded collector that was
covered with aluminum foil. The solution was loaded into a syringe,
and a positive electrode was clipped onto the syringe needle. The
feeding rate of the polymer solution was controlled by a syringe
pump, and the solutions were electrospun onto the collector. The sy-
ringe pump was set at a volume flow rate of 7 mL/h, the applied volt-
age was 18 kV, the tip-to-collector distance was 10 c¢m, and all
solution preparations and electrospinning were carried out at room
temperature.

2.3. Material characterization

2.3.1. Morphological and structural characterization

SEM analysis was performed in a Scanning Electron Microscope
(model LEO 440i; Leo Electron Microscopy; Cambridge, England). The
voltage used was 20 kV and the current was 100 pA. A metallic
SC7620 Sputter Coater was used for coating the sample with gold.

2.3.2. Structural characterization

FT-IR studies were conducted at room temperature using a Thermo
Scientific Nicolet 6700 FT-IR Spectrophotometer (Nicolet Instrument
Inc., Madison, WI, USA), connected with an ATR accessory. Spectra
were collected from 40 scans, within a range of 675-4000 cm ™' using
a resolution of 4 cm ™. All spectra were ATR corrected using Smart
Omni Sampler (Thermo Scientific, Madison, WI).

2.3.3. Thermal characterization

The investigation of the PU thermal stability was carried out by TGA,
model TGA-50 (Shimadzu Instruments Kyoto, Japan). A sample mass of
about 15 mg was heated under a flowing nitrogen atmosphere
(50 mL/min) from 30 to 600 °C, at a heating rate of 10 °C/min.

2.3.4. Fibroblasts cell culture

VERO fibroblasts cells (African green monkey kidney fibroblasts)
were provided by Adolfo Lutz Institute (S3o Paulo, Brazil). Cells were
cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) with 10%
fetal bovine serum (FBS, Gibco). Growth media contained 100 units/mL
penicillin and streptomycin and cells were cultured at 37 °C, humidified,
5% C0,/95% air environment. Cells were used at population numbers
below 5. The DMEM-LG with 10% of phenol was used as positive control
of toxicity (PCT) and the polystyrene extract was used as negative con-
trol of toxicity (NCT).

2.3.5. Evaluation of fibroblasts cells using SEM

VERO cells were seeded on the PU surface with a final density of
3 x 10° cells/mL. After growth time of 24, 48 and 72 h, the samples
were fixed in glutaraldehyde 2.5% in 0.1 M sodium cacodilate buffer
for about 2 h. The samples were washed in PBS and then in water for
15 min. Afterwards, they were dehydrated in a graded series of ethanol
(50%, 70%, 95% and 100%), critical point dried with CO, (Balzers, CTD-
030), and sputter coated with gold in a SC7620 Sputter Coater appara-
tus. The cell-seeded PU scaffolds were characterized by Scanning Elec-
tron Microscope (SEM, model 440i Leo, Zeiss) operated at 20 kV and
100 pA. Statistical study was carried out using the Image ] Software.

2.3.6. In vitro cell viability by MTT assays

To determine the toxicity of the polyurethane and the nanocompos-
ite, cells were seeded onto 96-well culture plates at 1 x 10° cells/mLand
were incubated for 24 h. After that, cells were incubated with 100 pL of
the aforementioned cell culture medium for 24, 48 and 72 h. The
amount of formazan crystals formed was measured after 4 h of expo-
sure to the MTT solution in dimethyl sulfoxide (DMSO) and absorbance
values were measured at 595 nm by a scanning multi well spectropho-
tometer plate reader (Microplate Reader F5, Molecular Probes).

The data are presented as mean + S.E.M. Statistical analysis of the
data was carried out using ANOVA, followed by Tukey's HSD post hoc
test (equal variances). Differences were considered statistically signifi-
cant when the p-value was <0.05.

2.3.7. In vitro cell viability by Live/Dead assays

A viability study on PU membranes was performed with a Live/Dead
assay kit (Kit Live/Dead® Viability Cytotoxicity Molecular Probes TM).
The cells were seeded (1 x 10° cells/mL) into a 96-well plate and incu-
bated with DMEM-LG containing 10% of FBS at 37 °C for 24 h. After this
period, the membranes were incubated with the cells for 24, 48 and
72 h. A Live/Dead fluorescence assay kit was applied to qualify the
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cells viability. After the specific times, the cells were rinsed with 200 pL
of PBS and stained with calcein/ethidium homodimer, according to the
manufactures' instructions. The cells were incubated at 37 °C for
30 min and then rinsed and maintained in PBS. After that, the mem-
branes were visualized by fluorescence microscopy (Nikon E800) with
a specific program (Image Pro-Plus software).

3. Results
3.1. Microphase-separated structure

The FTIR-ATR spectrum of PU is shown in Fig. 1.

The band present at 3322 cm ™' can be assigned to the —N—H
stretching vibration of urethane groups, this new band confirms the
presence of urethane groups. The peaks at 2940 and 2858 cm ™' are
the asymmetric and symmetric vibrations of the —CH, groups and
mostly represent the hard and soft segments, respectively. The band
at 2350 cm ! corresponds to the stretching vibration of the isocyanate
group, —N=C=0. Carbonyl stretching bands (—C=0) of urethane
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Fig. 2. TGA/DTG of polyurethane.

bonds appear at 1713 cm™ . The absorption peaks at 1529 cm ™' corre-
sponds to the deformation vibration of (—NH—) bonds in the urethane
(—NHCOO—) groups from amide II. The bands at 1447, 1370 and
1222 cm~ ! corresponds to C—N stretching. The stretching of the
ether group C—0—C is associated with the absorption at 1109 cm ™',
which indicates the soft segments. It is possible to confirm that there
is no residual solvent in the polyurethane.

3.2. The thermal degradation of polyurethane

The thermal degradation of PU is depicted in Fig. 2.

The TGA/DTG curves show two steps of mass loss. The first step of
mass loss occurred from 254 to 403 °C and it is attributed to the decom-
position of the rigid segments of PU. The second step occurs between
403 and 487 °C due to the decomposition of flexible segments of PU.

3.3. Evaluation of the fibroblasts cells attachment and proliferation of the
electrospun fibers using SEM

The resulting morphology of the electrospun surfaces were investi-
gated using SEM. Fig. 3 shows the control sample (Plain PU) and the
samples after 24, 48 and 72 h of fibroblasts culture.

Electrospun PUs showed relatively uniform fiber diameter distribu-
tions, exhibiting fiber diameter of approximately 20 pum, and it was
also observed a random fiber networks. From the image analysis, the
membranes presented an average of pore size of 74 um and their pore
sizes ranged from 50 to 150 um. The black arrows in the Figures indicat-
ed the fibroblasts cells. In this manner, after 24 and 48 h, the results
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Fig. 1. FTIR-ATR spectra of polyurethane.

showed that cells migrated and proliferated. Specifically after 72 h, the
sample showed that cell proliferation and adhesion was enhanced, gen-
erating an extensive network of fibroblasts cells.

34. In vitro cell viability by MTT assays

Cytotoxicity test was performed to study the polyurethane biocom-
patibility. Fibroblasts cells were seeded directly onto PU membranes
during 24, 48 and 72 h and the amount of formazan crystals formed
was measured after 4 h of exposure to the MTT. The results obtained
after 24, 48 and 72 h to PU, PCT and NCT are presented in Fig. 4.

Fig. 4 represents the number of viable fibroblasts cells measured by
the MTT assay. According to the two-way ANOVA, a statistically signifi-
cant (p < 0.001) difference was found between the groups when cell vi-
ability was considered. Results obtained after 24 h showed no toxic
effect of polyurethane compared to the NCT control group (polystyrene
extract). Cytotoxic effect was observed after 48 h (p < 0.005) and after
72 h (p < 0.001). The cytotoxic effect was also verified comparing the
PU with the PCT control group (phenol solution) for 24 h (p < 0.014),
48 h (p<0.012) and 72 h (p < 0.001).

3.5. In vitro cell viability by Live/Dead® assays

Cell viability as a function of culture time (24, 48 and 72 h) was de-
termined by Live/Dead assay kit. The viable fibroblasts cells (stained
green) and dead fibroblasts cells (stained red) were visualized by fluo-
rescence microscopy (Fig. 5).

Fig. 5 shows that, at all culture times, predominantly living cells
were found within the PU membranes. Fibroblasts cells adhered
through the membranes and have a good cytocompatibility. These find-
ings were further confirmed with the SEM images (Fig. 3) and MTT as-
says (Fig. 4). The viable fibroblasts cells which stained green were
observed throughout the membrane, showing a uniform cell distribu-
tion. Specifically at 24 and 48 h, the results strongly suggest that the
membrane did not compromise cell viability and the transport of nutri-
ents and oxygen to the cells. After 72 h, it was showed the decrease of
stained green cells, resulting in an increase of toxic effect of polyure-
thane compared to the NCT.

4. Discussion

This study highlights the synthesis and characterization of polymeric
membranes with potential for several TE applications.

It was observed the obtained membranes were able to maintain
function of fibroblasts, due to interconnected structures achieved,
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Fig. 3. SEM images of the plain PU (panel a) and the fibroblasts after 24 h (panel b), 48 h (panel ¢) and 72 h (panel d) of culture. Scale bars in a-c represent 20 um and scale bar in d

represent 10 pm.

adequate for cell attachment, migration and proliferation, oxygen and
nutrient transport, and physical support for cell seeding.

The obtained membranes showed the success of fiber production,
indicating homogeneous morphology, appropriate concentration, tem-
perature, electrical field strength, and more important, that all residual
solvent was consumed during the electrospinning process.

Although certainly more studies are required, such as mechanical re-
sistance, the present results are encouraging for further emphasis of
electrospinning technique as an attractive technique for membranes
synthesis.

This fascinating area of research demonstrate just how multidisci-
plinary field of TE is vast, the opportunities for improving human health
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Fig. 4. Cell viability monitored by MTT assay following 24, 48 and 72 h exposure of
fibroblasts cells.

are immense. Many challenges have to faced, and the complexity of bi-
ological systems involved in the regeneration of different tissues needs
to be well understood. Significant progress has been made to achieve
the TE goals. While simple polymeric scaffolds that were being devel-
oped in the past were not providing adequate interactions between
cells and the ECM, future advances in TE are depending on new systems
that will actively modulate the behavior of cells to a functional TE. The
success of TE depends on the researchers efforts to understand the re-
sults of science and clinical applications. The integration of knowledge
of life sciences areas along with materials science, medicine, chemistry,
biology and engineering is crucial in the scaffolds design, and it will also
generate new technologies for application in regenerative medicine.

5. Conclusion

Polyurethane membranes were successfully built-up by
electrospinning technique with a flexible apparatus allowing to identify
the most suitable operating parameters to achieved desired properties.
The structure and morphological analysis showed random fibers,
exhibiting fiber diameter of approximately 20 pm. The TGA revealed re-
sults with high degradation temperature, ideal for processes such as
sterilization.

The combination of polyurethane with electrospinning technique
proved to be advantageous in the production of membranes with an at-
tractive architecture which provides adequate porosity, pore size and
interconnectivity of pores ideal for cell adhesion and proliferation,
supporting the exchange of nutrients and metabolic products to the
cells and generating an extensive network of fibroblasts cells.

Bearing in mind all the achievements, this work supports further in-
vestigation of polyurethane membranes as biocompatible scaffolds for
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Fig. 5. Live/Dead assays showing fibroblasts incorporated in control and PU membranes, after 24, 48 and 72 h. Amplification: 20 x.

numerous TE applications, such as cardiac, epithelial or drug delivery
applications.
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1. Invento

1.1 Titulo proposto para a Invengao: Processo produtivo de produgao de nanofibras poliméricas por meio de um
anel metalico com estruturas piramidais ocas

1.2 Resumo (em inglés): The current interest in nanotechnology has increased due to exclusive properties of
nanoscale materials. Electrospinning is a process for the production of polymeric fibers in nanometer scale, thus
obtaining a greater surface area than the conventional spinning technique, enabling a variety of applications in
areas such as scaffolds for tissue engineering, drug delivery, filters, biosensors, protective clothing, power
generation, cosmetics, among others. One of the greatest attractions of this system lies on the simplicity of the
equipment. The conventional system consists of three components: a spinneret, a high voltage power supply, and
grounded collector, that may have several shapes. In this study, polymeric nanofibers were produced by means of
a new technology consisting of a spinneret replaced by a metallic ring with a hollow pyramidal shape on its external
surface. This pyramidal metallic ring (PMR) was then connected to the motor rotation axis, being dipped in a
polymer solution, all connected to a high voltage power supply and a collector plate. An electric field was
established and the electric forces overcame the surface tension, thus forming a jet solution that addressed the
grounded collector. On the way between the PMR and the collector, the solvent evaporated leaving only the
polymer. Results indicate that the electrospinning process using PMR allows for the production of a larger amount
of polymeric nanofibers compared to the conventional electrospinning system. Therefore, it can be concluded that
the electrospinning process with PMR has potential use in biomedical applications.

1.3 Palavras-Chave: Eletrofiacdo; nanofibras; polimeros; parametros do processo Electrospinning; Nanofiber;
polymers, process parameters

1.4 Descricao DETALHADA do invento: A tecnologia compreende um novo processo de obtengdo de nanofibras
poliméricas empregando a técnica de eletrofiagdo. O processo envolve parametros particulares de producao,
como o emprego de um anel metalico recoberto com pirdmides ocas formando, entdo uma superficie piramidal. O
invento possibilita a produgdo de manta polimérica em maior quantidade quando comparada ao processo
convencional.A eletrofiagdo consiste em um processo de producéo de fibras poliméricas, em escala nanométrica
obtendo assim uma area de superficie maior que o processo de fiagdo convencional propiciando uma variedade
de aplicagbes em areas como scaffolds para engenharia de tecidos, curativos, liberacdo de medicamentos, filtros,
biosensores, roupas de protecdo, geracéo de energia, cosméticos, entre outros. Um dos grandes atrativos deste
sistema reside na simplicidade dos equipamentos. O sistema convencional consiste em trés componentes: uma
seringa com capilar, uma fonte de alta tensdo, e um coletor aterrado que pode ter varios formatos. Neste trabalho
nanofibras poliméricas sdo produzidas por meio de uma nova metodologia na qual a seringa com capilar é
substituida por um anel metalico com piramides ocas na superficie externa. Este anel metélico piramidal (AMP) é
entdo conectado ao eixo de rotagdo do motor, mergulhado numa solugéo polimérica sendo, o conjunto conectado
a uma fonte com tensao e uma placa coletora. Um campo elétrico é estabelecido, as forgas elétricas vencem a
tenséo superficial, o campo elétrico atinge um valor critico formando o cone de Taylor produzindo um jato da
solugéo que se dirige ao coletor aterrado. No caminho entre a ponta do capilar e o coletor o solvente evapora
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restando apenas o polimero. Os resultados obtidos indicam que o processo de eletrofiagdo empregando o anel
metalico piramidal proporciona a fabricagcdo de uma maior quantidade de nanofibras poliméricas quando
comparada ao sistema de eletrofiagdo convencional. Assim, pode-se concluir que este processo tem potencial
para aplicagdes biomédicas em escala comercial.

Anexo(s):
* patente_090816.pdf(1.12 Mb)

1.5 Relatdrios Técnicos enviados a agéncias de fomento e/ou Teses:
Nenhum arquivo anexado.

1.6 De forma geral, qual € o PROBLEMA resolvido pelo invento?: A eletrofiagdo consiste em um processo de
producao de fibras poliméricas, em escala nanométrica obtendo assim uma area de superficie maior que o
processo de fiacao convencional. A morfologia e geometria das nanofibras produzidas séao determinadas pelos
parametros da solugdo, do ambiente e do processo. Porém, para a quantidade de fibras produzidas no processo
esta relacionada a quantidade de agulhas. Podemos relacionar de forma direta a quantidade de fibras produzidas
com o numero de pontas de agulhas envolvidos no processo. Para aplicagdes comerciais verificamos hoje no
mercado que um produto para ser viavel € imprescindivel uma grande produgao com custo reduzido. A utilizagéo
do anel metalico com piramides ocas na superficie externa no processo de eletrofiagdo possibilita a otimizagao do
processo tornando comercial a producéo de nanofibras poliméricas para aplicagdes comerciais.

1.7 Qual a principal APLICAGAO da tecnologia?: A tecnologia possibilita aplicagdes em areas como engenharia
de tecidos, curativos, liberagdo de medicamentos, filtros, biosensores, roupas de protegéo, geragao de energia,
cosmeéticos entre outros.

2. Diferencial da Invencao em Relagao ao Estado da Técnica

2.1 Qual o DIFERENCIAL da tecnologia proposta em relagao as existentes? Diante da descricdo técnica
detalhada do invento (1.5) aponte a esséncia da invencao: O diferencial desta tecnologia consiste na
quantidade de nanofibras produzidas por meio do processo de eletrofiagao. O sistema convencional consiste em
trés componentes: uma seringa com capilar, uma fonte de alta tensao, e um coletor aterrado que pode ter varios
formatos. Uma grande variedade de polimeros naturais ou sintéticos tem sido empregados neste processo. A
solugéo polimérica formada por um polimero dissolvido em solvente serd introduzida na seringa capilar, o embolo
guando pressionado forga a saida da solugéo que encontrasse entdo submetida a um campo elétrico onde uma
carga elétrica serd induzida sobre sua superficie formando o cone de Taylor. As forgas elétricas vencem a tensédo
superficial, quando o campo elétrico atinge um valor critico e a partir do cone de Taylor um jato da solugao
dirige-se ao coletor aterrado. No caminho entre a ponta do capilar e o coletor o solvente devera evaporar restando
apenas o polimero (Bhardwaj e Kundu, 2010). Com esta tecnologia a seringa capilar sera substituida por um anel
metalico recoberto com 312 piramides ocas propiciando a formacao de 312 fios de fibra polimérica. Desta maneira
a quantidade de fibra polimérica sera maior quando comparada a técnica convencional.

3. Concepcao e Divulgacao ao Publico

3.1 - Existe algum tipo de divulgacao/publicagdao? Nao.

4. Patrocinadores e/ou co-titulares
4.1 - Ha envolvimento de alguma outra instituicdo na pesquisa? Sim.

Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo - FAPESP Numero do processo: '2014/14533-3'

5. Busca de Anterioridade

Busca - Base de Patentes Relacionar as Bases de Patentes Derwent, Esp@cenet, USPTO, Epoline, JPO, CIPO,
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Free Patents Online, INPI, Inova Unicamp. Cite as patentes encontradas pelo nimero de depésito, cite a(s)
diferenga(s) da tecnologia investigada em relagao as encontradas. Como sugestao, cite-as por ordem decrescente
de relevancia. Inclua mais linhas na tabela, se necessario.

Nenhuma busca foi realizada.

Busca - Artigos Cientificos, Teses, Trabalhos em Congresso, etc Cite as publica¢des relacionadas as tecnologias
semelhantes ou préximas a tecnologia a ser patenteada. Apresente a(s) diferenga(s) existente(s) com o invento.
Como sugestao, cite-as por ordem de relevancia.

Nenhuma busca foi realizada.
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Anexo Il

Certificados de Pesquisa

I aculdade de Aedicina de Jrodiat
CERTIFICADO

Certificamos que os pesquisadores

André Torres Montanaro, Nicole Beatriz de Alcantara Ferreira Garrido,
Milton Macedo, Ana Maria de Guzzi Plepis,
Virginia da Concei¢do Amaro Martins, Marcelo Rodrigues da Cunha

apresentaram o trabalho cientifico

CARACTERIZAGAO DA COMPATIBILIDADE ENTRE MALHA DE NANOFIBRAS E
HIDROXIAPATITA NA REGENERACAO DE DEFEITOS CRANIANOS DE RATOS

no Xlll Férum de Iniciacao Cientifica PIBIC-FMJ, realizado no dia
31 de agosto de 2017 na Faculdade de Medicina de Jundiai, Jundiai-SP.
’.
g5V, T
i LaEN -
Prof. Dr. Edmir Américo Lourengo Prof. Dr. Fernando Claret Arcadipane
Diretor Coordenador do PIBIC-FMJ

I aculdade de Medicina de Jrundiai

CERTIFICADO

Certificamos que os pesquisadores
Nicole Beatriz de Alcantara Ferreira Garrido, André Torres Montanaro,
Rafaela Fonseca Falcdo, Milton Macedo, Benedito Barraviera, Rui Seabra Ferreira Junior,
Ewerton Alexandre Galdeano, Talita Lopes, Marcelo Rodrigues da Cunha
apresentaram o trabalho cientifico

COMBINAGAO DE MALHA DE NANOFIBRAS COM SELANTE DE FIBRINA
DERIVADA DO VENENO DE COBRA COMO ENXERTO AO ESTIMULO
OSTEOREGENERATIVO DE LESOES CRANIANAS DE RATOS. E VIAVEL?

no XIll Férum de Iniciagdo Cientifica PIBIC-FMJ, realizado no dia
31 de agosto de 2017 na Faculdade de Medicina de Jundiai, Jundiai-SP.

A -7 -
(/& (NaAE My~
Prof. Dr. Edmir Américo Lourengo Prof. Dr. Fernando Claret Arcadipane
Diretor Coordenador do PIBIC-FMJ
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Anexo IV

Fluxograma Geral

30 sensde]
P oyuasag

SCIUCINSN
SOAIEN

S02IUCIIE|3
SOLNID

1

SpOJexs || sployms

I !

ITERTN] r
Opa2BN UoNIN
dweziumn

Op32EN YOI
dwezn

SIpuRKS |y CE=E UoYA
dweaupn | .mm_mmn_.:mu:._:

[=2LIQED) 5187 meuzg euy
dwexun dweaun

1

. q

SEIZYSICUBN Suisagolg SEJQIITUEN OAINPUOT BBl SLgELoIE SLgELI
12d 12d = 504Nl 10d no CIUell +73d, | opezi=lus Nd | opezrn=aus yild
f i i g f
|
[BUCIDU=AUDT A =250
oejey 0ui=|3 oeiezuaeIe]

-

BU SEIQUOUEN
\____apsaodeady

s

A

eidojopolay



