REVISTAMATERIA WA

ISSN 1517-7076 artigos e-12392, 2019

Obtencdao de scaffolds bioabsorviveis a
partir de blenda de PLGA e IR com adicao
de hidroxiapatita

Obtaining bioabsorable scaffolds from PLGA
and IR blend with the addition of hydroxyap-
atite

Pamella Schramm Oliveira®, Luiz Fernando Rodrigues Junior,
Tiago Moreno Volkmer 2, Nayrim Brizuela Gerra®,
Luis Alberto Loureiro dos Santos *

! Engenharia Biomédica EngBio/UFN, CEP: 7015 97010-032, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

2 Engenharia de Materiais EngMat/UFN, CEP: 7015 97010-032, Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil.

® Laborat6rio de Biomateriais — LABIOMAT — PPGE3M/UFRGS, CEP: 15051 91501-970, Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, Brasil.

e-mail: schramm.pso@gmail.com, luiz.fernando@unifra.br, tiagovolkmer@gmail.com, nayrimb@gmail.com,
luis.santos@ufrgs.br

RESUMO

A obtenc¢do de scaffolds bioativos a partir da blenda polimérica de poli (acido l&ctico-co-glicélico) (PLGA) e
poliisopreno (IR) com diferentes adi¢cbes de Hidroxiapatita (HAp) é proposta como uma alternativa & enge-
nharia de tecidos. Para o preparo das solucfes poliméricas, a blenda de PLGA/IR e a HAp foram dissolvidas
em cloroférmio. Posteriormente, o scaffold foi processado por electrospinning, variando-se a distancia entre a
seringa e o coletor. As amostras foram caracterizadas quanto a composicao quimica e estrutural por potencial
zeta, difracdo de raios-X (DRX) e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Para
avaliacdo da morfologia usou-se a microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e para o comportamento cito-
toxicologico utilizou-se a metodologia de analises de viabilidade celular. O valor de potencial zeta da HAp
foi de -22 mV e 0 FTIR e DRX foram condizentes com a literatura. As imagens de MEV permitiram a andli-
se do tamanho médio e desvio padrdo das fibras obtidas, comprovando uma diferenca significativa entre as
amostras. O ensaio de citotoxicidade mostrou que o produto obtido é biocompativel, porém as amostras com
menor formacéo de fibras sdo menos biocompativeis. Os resultados demonstraram a ampla influéncia da dis-
tancia entre o coletor e a ponta da seringa e da relagdo blenda/HAp, sendo que o scaffold obtido com a maior
distancia coletor/seringa e maior relagdo HAp/blenda apresentou fibras com tamanho médio menores e maior
homogeneidade e baixa citotoxicidade celular.
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ABSTRACT

The aim of this paper is the obtainment of bioactive scaffolds from poly (lactic acid-co-glycolic acid)
(PLGA) and polyisoprene (IR) polymer blends with different additions of hydroxyapatite (HAp) as an alter-
native for tissue engineering. For the preparation of the polymer solutions, the PLGA/IR blend and the HAp
were dissolved in chloroform. Subsequently, the scaffold was processed by electrospinning, varying the dis-
tance between the syringe and the collector. Scaffolds chemical and phase composition were characterized by
zeta potential, X-ray diffraction (XRD) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Scanning elec-
tron microscopy (SEM) was used to evaluate the morphology and for the cytotoxic behavior the cellular via-
bility analysis methodology was used. The zeta potential value of the HAp was -22 mV and the FTIR and
XRD were consistent with the literature. The SEM images allowed the analysis of the mean size and standard
deviation of the obtained fibers, demonstrating a significant difference among the samples. The results
showed the great influence of the distance between the collector and the tip of the syringe and the blend/HAp
ratio, and the scaffold obtained with the largest collector/ syringe distance and the highest HAp/blend ratio
showed fibers with a smaller mean size and greater homogeneity and low cellular cytotoxicity.
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1. INTRODUCAO

A engenharia de tecidos tem como objetivo auxiliar na regeneracéo e restauracdo dos tecidos deformados ou
lesados, gerando substitutos biolégicos capazes de reparar, manter ou aperfeicoar o desempenho e atividade
dos mesmos [1]. Dentre as possibilidades de desenvolvimento na area de engenharia de tecidos, pode-se citar
a criacdo de scaffolds bioativos que proporcionem uma liberacdo local de fatores de crescimento, influenci-
ando no tratamento tecidual [2]. Para tal, a selecdo dos biomateriais € uma das etapas de maior importancia,
visto que, diferentes tipos de biomateriais irdo apresentar distintos comportamentos mecanicos, fisico-
quimicos e de degradabilidade [3].

Entre as técnicas que visam produzir scaffolds com propriedades adequadas para a engenharia de teci-
dos, a técnica de electrospinning ou eletrofiacdo tem como vantagens a producdo de nanofibras naturais ou
sintéticas, com elevada area superficial e poros com diametros controlados que variam de nanémetros a mi-
crometros [4][5]. Além disso, é um processo barato que pode ser facilmente ampliado através da utilizagdo de
varias fieiras e é surpreendentemente versatil, pois quase todos polimeros sollveis podem ser processados em
nanofibras [6].

O cis-1,4-poliisopreno, polimero natural conhecido como poli-isopreno (IR), tem poucas aplicagfes
como biomaterial, porém aplicagdes cirlrgicas previamente estudadas indicam que a presenca desse material
induz a regeneracéo celular e neovascularizacéo [7][8].

O poli (4cido lactico-co-glicolico) (PLGA) é um dos mais utilizados polimeros bioreabsorviveis. Tra-
ta-se de um copolimero de ésteres alifaticos, que tem sido amplamente utilizado como implantes que degra-
dam e sdo absorvidos pelo organismo [9][10][11]. Contudo, trata-se de um polimero que apresenta compor-
tamento fragil, o que pode inviabilizar a sua utilizagdo em dispositivos que necessitem de altos indices de
deformacéo pléastica [12][8].

Misturas ou blendas tratam-se de uma abordagem que representa uma das areas com mais rapido cres-
cimento na ciéncia dos polimeros e tém como objetivo obter caracteristicas novas através da combinagéo de
propriedades de polimeros distintos [13][14]. Como exemplo dessas, um recente estudo visando a manipula-
¢ao das propriedades mecénicas do PLGA obteve uma blenda entre este e o IR, a qual foi registrada com o
nome de blenda Cellprene® e teve patente solicitada em 2011. A partir dos resultados positivos deste estudo,
surge a possibilidade de aplicacéo do Cellprene® em engenharia de tecidos [10][8].

As bioceramicas, como os fosfatos de célcio ou hidroxiapatita (HAp), apresentam excelente biocom-
patibilidade, bioatividade, auséncia de toxicidade, taxas de degradagdo varidveis e osteocondutividade [15].
Entretanto, tém seu uso limitado devido a baixa resisténcia e baixa tenacidade quando comparadas com o
0ss0 humano [16]. Uma combina¢do de um biopolimero ou blenda polimérica e uma biocerdmica poderia
melhorar as propriedades mecénicas, aumentar a estabilidade da degradacéo e afinidades celulares dos com-
ponentes individuais. Assim, a incorporacéo de biocerdmicas em uma matriz de polimero nanofibroso, ndo
apenas mimetizaria a estrutura 6ssea natural, mas também melhoraria as propriedades mecénicas e a resposta
biol6gica dos scaffods [17].

O presente trabalho teve como objetivo a obtencdo de scaffolds bioativos com matriz polimérica de
PLGA e IR, com carga de hidroxiapatita, pela metodol6gica de electrospinning. A viabilidade para a aplica-
cao de tal scaffold em engenharia de tecidos foi avaliada através do estudo da influéncia de diferentes adi¢Ges
de hidroxiapatita, variacdo da distancia entre o coletor e a ponta da seringa, caracterizagdo quimica, estrutural,
morfolégica e de citotoxicidade.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

Neste trabalho, foram utilizados os seguintes materiais: blenda Cellprene® fornecida pelo LABIOMAT- la-
boratério de Biomateriais e Ceramicas Avancadas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e produzi-
da conforme Marques [10], com uma relacdo de PLGA/IR de (60/40); Hidroxiapatita fornecida pela empresa
Aldrich, peneirada em peneira #325; solvente cloroférmio (Synth) conforme recebido.

2.2 Obtencéo de Scaffolds

Para o preparo das solucbes poliméricas dissolveu-se primeiramente as blendas PLGA/IR em cloroférmio e
posteriormente a adi¢ao de diferentes proporc6es de HAp, utilizando uma placa de agitacdo em velocidade 6.
Ao estar completamente homogénea a solugdo, esta foi transferida para uma seringa de 10mL com agulha de
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dimensdo 1,20 x 40mm. O agitador mecénico foi mantido em velocidade constante de 500 rpm, e assim, as
amostras foram preparadas a partir da variagdo da distancia entre a solucdo polimérica e o coletor. A Tabela 1
apresenta os valores de polimero, solvente, voltagem, distancia e HAp que foram utilizados nas diferentes
formulacdes.

Tabela 1: Relacéo das diferentes variaveis estudadas para o desenvolvimento dos Scaffolds.

VOLUME DE TENSAO DISTANCIA HAp

AMOSTRAS 561 VENTE (mL) (KV) (cm) (%)
D5H1 10 15 5 1
D5H3 10 15 5 3
D5H5 10 15 5 5
D7H1 10 15 7 1
D7H3 10 15 7 3
D7H5 10 15 7 5

2.3 Caracterizagao

A estabilidade da suspenséo foi analisada pela medicdo de Potencial Zeta, determinado por meio de suspen-
séo de amostra de HAp com solucdo de NaCl (0,01 M, Synth), onde esta foi alocada em um porta amostra
modelo DTS1070. A analise foi realizada em temperatura de 25°C, através da submissdo da amostra a um
campo elétrico no equipamento Zetasizer Nano-Zs, da Malvern.

A difracdo de raios-X (DRX) verificou se a fase hidroxiapatita estava presente nas amostras obtidas,
utilizando um difratbmetro de raios-X Bruker, modelo D2 PHASER, equipado com &nodo de cobre (radiagédo
KaCu, A = 1.5406 A) operado a 30 kV e 10 mA. Os parametros usados nas analises foram: um intervalo an-
gular de 20°< 20 <45° com passos de 0,02° por um periodo de 1s para cada passo.

O ensaio de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foi utilizado para
avaliacéo e caracterizag¢do dos grupamentos quimicos da HAp, blenda polimérica e scaffold obtido. Para o
preparo em cada caso, foram feitas pastilhas de KBr contendo aproximadamente x mg de amostra. O equi-
pamento utilizado foi o espectrometro PerkinElmer, modelo Spectro One.

A Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a morfologia dos scaffolds e
os tamanhos de fibras obtidas. O equipamento usado foi um microscépio Phenom, modelo ProX, com tenséo
de aceleracdo de 10 kV e para evitar o carregamento das amostras, as mesmas foram revestidas com ouro.

Para avaliacéo da citotoxicidade, células de linhagem celular VERO foram semeadas em uma concen-
tragdo de 1 x 105 células/pogo em placas de 96 pogos, sendo cultivadas em estufa de 5% de CO2 a 37°C du-
rante 24 horas, para o experimento 3-(4,5) dimetiltialzolil -2,5 difeniltetrazélio (MTT). A técnica foi baseada
na metabolizagdo do reagente MTT (cor amarela), em cristais de formazan (cor violacea). A reacdo ocorreu
através da atividade da enzima mitocondrial succinato-desidrogenase, a qual permanece ativa somente nas
células viaveis. Assim, foi possivel estabelecer pardmetros de citotoxicidade e taxas de proliferacdo celular
[18].

As amostras dos scaffolds foram esterilizadas por luz UV por 30 minutos e mantidas em cabine de
fluxo circular a fim de evitar contaminacdo externa no periodo entre esterilizacdo e cultivo. As amostras fo-
ram alocadas em placa de cultura, as células foram tratadas e apds 24 horas de tratamento foi adicionado em
cada pogo 20 pL de MTT (5 mg/mL), diluido em tampdo fosfato salino (PBS 1X). A placa foi homogeneiza-
da levemente e novamente mantida em estufa de CO2 (5 %) a 37°C, por 3 horas. Apds o sobrenadante foi
retirado e adicionou-se 200 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). A placa foi novamente agitada e a leitura reali-
zada em leitora de ELISA no comprimento de onda de 570 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 CARACTERIZACAO QUIMICA E ESTRUTURAL

A HAp analisada apresentou um potencial zeta de valor médio de -22,6 mV. Sendo este o valor esperado,
pois acredita-se que potencial zeta de valor negativo estimula a adsorgdo de fons Ca®* que participam na de-
posicdo da matriz extracelular (osteocalcina e osteopontina) necessaria para a adesao celular [19][20][21].
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Na Figura 2 é apresentado o difratograma da HAp. O ensaio de DRX identificou picos caracteristicos
da HAp hexagonal, como os picos assinalados no difratograma que correspondem a ficha padréo de difracao
de nimero 09-0432 do International Center for Diffraction Data - ICDD.
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Figura 1: Difratograma de raios-X da HAp.

As analises dos grupamentos quimicos presentes na HAp, Blenda Cellprene® (PLGA/IR) e Scaffold

(Blenda polimérica + HAp) foram realizados por meio de espectroscopia de infravermelho (Figura 3). A par-
tir das estruturas moleculares previamente conhecidas, nos espectros da Blenda Cellprene® e do Scaffold
observa-se bandas relativas ao grupamento C=C, condizente ao IR e bandas relativas ao grupamento C=0,
condizentes ao PLGA. Além disso, bandas caracteristicas de estiramentos simétricos e assimétricos dos gru-
pos CH, e CHs entre 2980-2850 cm™, condizentes ao IR e PLGA [22][23]. Assim como, as bandas relativas
ao grupamento PO,%, caracteristicas da HAp, sdo observadas nos espectros da HAp e do Scaffold, confir-
mando assim a presenga desta no scaffold obtido.
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...... HAp
—— Blenda Cellprene® + HAp
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Figura 2: Espectro de infravermelho da Blenda Cellprene®, HAp e Scaffold de D5H5 (blenda Cellprene® + HAp).
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3.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

As imagens adquiridas por Microscopia Eletrdnica de Varredura possibilitaram a caracterizacdo morfolédgica
dos scaffolds obtidos pela técnica de electrospinning. As micrografias dos scaffolds sdo apresentadas na Fi-
gura 3.

As Figuras 3(A-C) referem-se as micrografias dos scaffolds D5H1, D5H3 e D7H1, respectivamente.
Observa-se que ndo houve formacdo de fibras nas estruturas das amostras com menores relacfes de
HAp/blenda e distancia scaffold. O scaffold de maior distancia e adi¢do de 1% de HAp também nédo formou
fibras na estrutura.

As Figuras 3(E e F) apresentam as micrografias das amostras D5H5 e D7H5, sendo estas com 5% de
adicdo de HAp e distancias de 7cm e 5¢m, respectivamente. Nota-se que em ambos 0s casos ocorre a forma-
c¢ao de fibras porosas, pois provavelmente a solucéo se tornou termodinamicamente instavel durante a evapo-
racéo do solvente e assim, as fibras de electrospinning se separaram em fases ricas e pobres em polimero, de
tal modo que a Gltima fase acabou gerando porosidades nas fibras [24].

A partir do software Image J foi realizado a medida de 12 fibras das amostras D7H5 e D5H5. Os valo-
res das médias e desvios padrdo do didmetro sdo apresentados na Figura 4. O teste ANOVA One-Way, utili-
zando Tukey para comparacdo entre as médias, confirmou que ha uma diferenca significativa entre elas
(p=0,00258). Percebe-se entdo, que o aumento da distancia tendeu a diminuir o tamanho médio das fibras e
formou uma estrutura mais homogénea, pois o desvio padrao de D7H5 é menor que D5H5. Na amostra utili-
zando menor distancia, o tempo de vdo do elemento de fluido diminuiu e provavelmente o solvente ndo eva-
porou-se totalmente no caminho coletor-agulha, tornando o didmetro das fibras irregulares [25][4][5].

As Figuras 3(D e F) mostram as micrografias dos scaffolds com adigdo de 3% e 5% de HAp e distan-
cia de 7 cm, respectivamente. Os valores das médias e desvios padréo do didmetro sdo apresentados na Figu-
ra 5. O teste ANOVA One-Way, utilizando Tukey para comparacao entre as médias, confirmou que ha uma
diferenca significativa entre elas (p=0,004934). Portanto, nota-se que o aumento de proporcéo de HAp adici-
onada influéncia na diminuicdo do tamanho da fibra e aumenta a homogeneidade da estrutura da amostra,
conforme constatado pelos valores de desvio padrdo obtidos. Resultados semelhantes foram observados em
estudos anteriores e provavelmente a reducdo do didmetro das fibras esté relacionado a alteracéo da viscosi-
dade e condutividade elétrica da solugdo. Além disso, com o0 aumento da HAp na solucdo, ocorre a aglomera-
¢ao de nanoparticulas e a presenca de tais agregados na ponta da agulha pode ter diminuido o didmetro efeti-
vo do orificio da agulha, levando a formac&o de fibras mais finas [26][27].

\

Figura 3: Micrografias mostrando a morfologia dos scaffolds de (a) D5H1, (b) D7H1, (c) D5H3, (d) D7H3, (e) D5H5 e
(f) D7H5, com aumento de 2000x.
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Figura 4: Média e desvio padrédo do tamanho das fibras de D5H5 e D7H5. Os valores foram calculados com n=12 e me-
didas das fibras obtidas pelo software Image J. * p=0,00258
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Figura 5: Média e desvio padrdo do tamanho das fibras de D7H3 e D7H5. Os valores foram calculados com n=12 e me-
didas das fibras obtidas pelo software Image J. * p=0,004934.

3.3 CITOTOXICIDADE

Os resultados das médias do ensaio de viabilidade celular pelo método MTT sédo apresentados na Figura 6.
Nota-se que foi possivel a obtencédo de materiais biocompativeis, sendo o de resultado mais satisfatorio o da
amostra D7H5, de maior distancia coletor/seringa e da relacdo HAp/blenda. Visto que todas as amostras tra-
tavam-se do mesmo material, a maior citotoxicidade da amostra D5H5 provavelmente ocorreu devido a pre-
senca do solvente na solucdo, pois este provavelmente ndo evaporou-se totalmente no caminho coletor-
agulha [25][4][5]-
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Figura 6: Avaliacdo da citotoxicidade dos scaffolds obtidos pela técnica de electrospinnig.

4. AGRADECIMENTOS
UFN e LABIOMAT.

5. CONCLUSAO

A metodologia utilizada permitiu a obtencdo de scaffolds bioativos com matriz polimérica de PLGA e IR,
com carga de hidroxiapatita, pelo método de electrospinning A HAp utilizada para a confecgéo dos scaffolds
obteve valor de potencial zeta conforme esperado, assim como o espectro e difratograma de raios-X. O es-
pectro da blenda Cellprene® apresentou bandas relativas aos grupamentos de PLGA e IR, confirmando a
presenca deles na estrutura. O scaffold D5H5 obtido pela técnica de electrospinnig foi analisado por espec-
troscopia de infravermelho e apresentou bandas relativas aos grupamentos C=C, C=0, CH, e CHj3 condizen-
tes a blenda Cellprene®, bem como, apresentou bandas relativas ao grupamento PO,>, condizentes a estrutu-
ra de HAp. A partir das imagens de MEV dos scaffolds, conclui-se que o aumento da distancia e presenca da
HAp diminuiu o tamanho médio das fibras, assim como, aumentou a homogeneidade da estrutura. O teste de
viabilidade celular constatou que os scaffolds obtidos ndo séo citotdxicos.
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