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RESUMO

Arcaboucos de nanofibras produzidos por eletrofiacdo tém como caracteristicas
principais a elevada relagdo éarea superficial / volume e a distribuicAo de poros
micrométricos desordenados podendo ser bons candidatos para regeneragao 0ssea,
faciltando a adesdo celular e adsor¢cdo de moléculas orgéanicas (proteinas,
aminoéacidos e polissacarideos). Dentre os biomateriais, a hidroxiapatita (HAp) tem
destaque por ter composi¢cdo quimica similar aos 0ssos e se liga quimicamente com
0 tecido 6sseo. Este trabalho teve como objetivo sintetizar HAp de tamanho
nanométrico que possibilitasse incorporar nas nanofibras de poli (alcool vinilico) (PVA)
pela técnica de eletrofiacdo. Primeiramente foram sintetizadas por via hidrotermal
(HAH) e precipitacdo quimica (HP), sendo que a HP néo foi possivel a eletrofiacéo
devido ao tamanho grande dos cristais. Portanto, visando controlar o tamanho dos
nanocristais de HAp, induzimos o crescimento in situ associado a cadeias poliméricas
do alginato e aplicamos como biocompésitos (HAL). Para a eletrofiacdo foram
utilizadas duas concentracdes de solucdo de PVA (10 e 12%) e trés concentracbes
de HAL (0.1, 0.25 e 0.5% (p / p) para a preparacéao das fibras. A microscopia eletronica
de transmissdo (TEM) mostrou HAp semelhante a bastonetes com tamanho no
didmetro e comprimento de (10 £ 2) nm e (34 £ 7) nm, respectivamente. A analise
morfoldgica, propriedades fisicas (intumescimento e degradacdo), mecanicas e
biolégicas foram avaliadas e comparadas com arcaboucos de PVA puros e PVA/HAp.
Através da analise da morfologia pode-se afirmar que os melhores parametros para
formar nanofibras com auséncia de imperfeicao sdo aqueles que contém 12% de PVA,
porém, nas membranas com maior propor¢do de HAL (0.5% m/v) apareceram na
superficie pequenas quantidades de particulas aglutinadas do biocompdsito.
Alcancamos valores de didametro médio (>110 nm) abaixo do que se observa na
literatura, mesmo aumentando a concentracdo de biocompdsito HAL os valores se
mantiveram aproximados na maioria das fibras eletrofiadas. A melhor resposta de
resisténcia a tragéo entre os arcaboucos eletrofiados foi a FH2-0.1 no valor de 15,2 +
2,5 MPa, embora as demais membranas também apresentem elevados limites de
resisténcia mecanica. As taxas de intumescimento e degradacdo foram estimadas
semanalmente in vitro em solu¢éo salina tamponada por um periodo de 04 semanas.
Também foram aplicados testes in vitro para avaliar a biocompatibilidade do material
estudado. Trés linhagens de células foram utilizadas no estudo da viabilidade celular
dos arcaboucos e pds ceramicos. Neste ensaio todas as amostras tiveram resultados
satisfatérios na quantificacéo de células viaveis. Quanto ao teste de adeséao celular no
arcabouco FH2-0.1 mostrou-se que células fibroblasto gengival humano (FGH) adere
e prolifera na superficie. Essas e outras propriedades sao condi¢cdes fundamentais
para mostrar que esses materiais tém grande potencial para aplicacdes no tecido
0sseo.

Palavras-chaves: hidroxiapatita; alginato; PVA; biocompdsito; arcaboucos e

eletrofiacéo.



ABSTRACT

Nanofiber scaffolds produced by electrospinning have as main characteristics
the high surface area / volume ratio and the distribution of disordered micrometric
pores, which can be good candidates for bone regeneration, facilitating cell adhesion
and adsorption of organic molecules (proteins, amino acids and polysaccharides).
Among the biomaterials, hydroxyapatite (HAp) stands out for having a chemical
composition similar to bones and chemically bonding with bone tissue. The aim of this
work was to synthesize nanometric-sized HAp that could be incorporated into polyvinyl
alcohol (PVA) nanofibers by electrospinning technique. First they were synthesized by
hydrothermal (HAH) and chemical precipitation (HP), and the HP was not possible to
electrospun due to the large size of the crystals. Therefore, in order to control the size
of HAp nanocrystals, we induced in situ growth associated with alginate polymer
chains and applied them as biocomposites (HAL). For electrospinning, two
concentrations of PVA solution (10 and 12%) and three concentrations of HAL (0.1,
0.25 and 0.5% (p / w) were used for fiber preparation. Transmission electron
microscopy (TEM) showed HAp similar to rods with size in diameter and length of (10
+ 2) nm and (34 £ 7) nm, respectively. Morphological, physical (swelling and
degradation), mechanical and biological properties were evaluated and compared with
pure PVA and PVA/HAp scaffold Through the morphology analysis it can be stated
that the best parameters to form nanofibers without imperfection are those that contain
12% of PVA, however, in membranes with a higher proportion of HAL (0.5% m/v) small
surface appears quantities of agglutinated particles of the biocomposite. We reached
values of mean diameter (>110 nm) below what is observed in the literature, even
increasing the concentration of the HAL biocomposite, the values remained
approximate in most of the electrospun fibers. The best tensile strength response
among the electrospun archwires was FH2-0.1 at 15.2 =+ 2.5 MPa, although the other
membranes also present high limits of mechanical strength. Swelling and degradation
rates were estimated weekly in vitro in PBS solution for a period of 04 weeks. In vitro
tests were also applied to assess the biocompatibility of the material studied. Three
cell lines were used in the study of the cell viability of the scaffolds and ceramic
powders. In this assay all samples had satisfactory results in the quantification of viable
cells. As for the cell adhesion test in the FH2-0.1 scaffold, it showed that human

gingival fibroblast cells (FGH) adhere and proliferate on the surface. These and other



properties are fundamental conditions to show that these materials have great potential

for applications in bone tissue.

Keywords: hydroxyapatite; alginate; PVA; biocomposite; scaffold and electrospinning.
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1 INTRODUCAO

Os enxertos O0sseos tém sido utilizados para preencher inidmeros defeitos
0sseos, resultantes de lesbes trauméticas, defeitos genéticos, doengas degenerativas
e canceres, que exigem uma necessidade clinica de terapias melhoradas para auxiliar
no reparo e regeneracao do tecido danificado, tornando-se grandes desafios para
cirurgia ortopédica (FROHBERGH et al., 2015; RICE et al., 2013). A prevaléncia
mundial de tais defeitos leva a bilh6es de dolares em custos para a area da saude e
uma diminuicdo da qualidade de vida para os pacientes (FROHBERGH et al., 2015).

Embora os enxertos 6sseos, tais como: autégenos e xendgenos tenham mais
disponibilidade para aplicacbes biomédicas, estes necessitam de um segundo
procedimento cirdrgico (autégenos) e os xendégenos podem transmitir doencas por
serem de espécie diferente. Esta realidade faz com que haja um aumento na demanda
por biomateriais que possam potencialmente substituir, reparar ou regenerar 0Ss0s
lesionados ou doentes (PARHI; RAMANAN; RAY, 2006). Com avancos dos
biomateriais e maior compreensao da biologia que envolve uma série complexa de
fatores de crescimento e redes de sinalizacdo celular, novos biomateriais foram
desenvolvidos para preparar o caminho da proxima geracao da medicina regenerativa
tecidual (RICE et al., 2013).

Na maioria dos casos, um biomaterial é qualquer material biocompativel,
natural ou produzido pelo homem, que é usado para substituir ou auxiliar parte de um
orgéao ou tecido, enquanto em contato intimo com o tecido vivo (CHEN, Q.; THOUAS,
2014).

Dentre os biomateriais os fosfatos de calcio tém sido estudados como materiais
de reparo 6sseo nos ultimos 80 anos (DOROZHKIN, 2012). O tecido 6sseo humano
natural é uma parte importante do esqueleto humano sendo composto por
hidroxiapatita (inorganico) e colageno (organico) (GONCU et al., 2017). A similaridade
da hidroxiapatita (HAp, Cai0(PO4)s(OH)2,) com o componente inorganico da matriz
0ssea contribui para o desenvolvimento de diferentes métodos de sinteses da HAp,
gue podem ter aplicacbes biomédicas como no reparo de tecidos duros ou sistemas
de liberacdo de farmacos. A hidroxiapatita pode ser utilizada como substituto 6sseo
parcial, preenchimento de ossos e dentes ou revestimento em ortopedia e implantes
dentarios (SZCZES; HOLYSZ; CHIBOWSKI, 2017).
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Por outro lado, considerando que o osso natural € formado por uma matriz
organica, o colageno tipo I, que fornece ao osso flexibilidade e resiliéncia, e uma fase
inorganica, hidroxiapatita, que é responsavel pela rigidez e resisténcia do 0sso,
portanto, trata-se de um biocomposito natural (LI, Z. et al., 2015). A vantagem dos
organicos/polimeros nos biocompdésitos sobre outros materiais, sdo adquirir
propriedades mecanicas (flexibilidade) e taxa de biodegradacdo que podem ser
adaptadas até certo ponto para aplicacdes especificas, por exemplo o tecido ésseo
(PARHI; RAMANAN; RAY, 2006). Dentre estes biomateriais sintéticos, tem-se o
alginato, que vai além destas caracteristicas, onde estes sdo processados
principalmente pelos métodos de hidrogel e aplicado como transportadores de drogas
e arcaboucos (scaffolds) na engenharia de tecido 6sseo (LEE, K. Y.; MOONEY, 2012).

Na engenharia de tecido 6sseo é fundamental desenvolver arcaboug¢os com
porosidade altamente interconectada para guiar o crescimento interno da célula para
regeneracdo do tecido (HUBBELL, 2003). Tais arquiteturas porosas hierarquicas
definem as caracteristicas mecanicas e biolégicas dos arcaboucos. Por exemplo, 0s
espacos vazios (poros) servirdo de ambiente para regenerar células com intuito de
formar novos tecidos (incluindo novos vasos sanguineos) e também como vias para o
transporte de massa por difusdo (SUN, FANGFANG; ZHOU; LEE, 2011).

Dentre as técnicas usuais utilizadas para a obtencédo de arcaboucos sintéticos
voltados para engenharia de tecido 0sseo, a técnica de eletrofiacdo é tida como uma
das mais favoraveis, pois produzem nanofibras de alta relagéo entre area superficial
e volume, permitindo uma maior superficie para fixacdo de células, em comparacao
com outras estruturas tridimensionais (3D) (KUMBAR et al., 2008).

Varios polimeros naturais e sintéticos tém sido aplicados no processo de
eletrofiacdo. O Poli (alcool vinilico) (PVA) é um polimero hidrofilico semicristalino com
boa estabilidade quimica e térmica. Além de ser também altamente biocompativel e
nao toéxico, pode ser processado facilmente, e possuir alta permeabilidade a agua
(ISLAM, MD. SHAHIDUL; KARIM, 2010).

A selecéo de biomateriais adequados a serem usados na engenharia de tecidos
0sseo se baseia em consideracdes biologicas soélida. Testes in vitro foram aplicados
nas membranas em estudo para avaliagdo da taxa de intumescimento, degradacéo,
citotoxicidade e adeséo celular. Dessa maneira, eles poderdo adquirir o nivel de

seguranca adequada para futuros testes in vivo.
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Mediante a relevancia de se utilizar estes biomateriais (HAp/alginato/PVA) no
processo de restauracdo 0ssea, como Visto nas literaturas, estes se tornam atrativos
para aplicacbes na engenharia de tecido 0sseo. Entretanto estudos destes
biomateriais utilizados como biocompdsito aplicados em arcaboucos eletrofiados na
engenharia de tecido 6sseo sdo trabalhosos, devido a dificuldade de obter fibras de
tamanho de escala nanométrica e distribuicdo homogénea, principalmente quando se
tém materiais incorporados dentro destas fibras (biocompédsito). Outro problema é a
presenca do alginato, onde os polianions da estrutura molecular do alginato criam uma
forca repulsiva e interrompem a fiacdo continua da fibra (SAFI et al., 2007). Este
fenbmeno, embora solucionado pela mistura de solucGes de gel de alginato com
outros polimeros, este processo pode gerar inumeros defeitos.

Neste contexto, este trabalho tem como objetivo produzir pés de HAp
incorporados em gel de alginato visando obter biocompdsito em escala nanométrica
para serem eletrofiados numa matriz de PVA para potencial uso como material na

engenharia de tecido 0sseo.
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2 OBJETIVOS

21 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho foi obter arcaboucos de nanofibras por
eletrofiacdo de poli (alcool vinilico) e biocompdsito de hidroxiapatita / alginato (HAL)

visando aplicar na engenharia de tecido 0sseo.

2.2 Objetivos especificos

o Sintetizar pés de fosfato de célcio (CaP), por diferentes metodologias
com intuito de precipitar fase da hidroxiapatita pela sua importancia biolégica
no tecido 0sseo.

¢ Sintetizar biocompdsito de HAp in situ no gel de alginato na forma de pos;

e Caracterizar 0os pos sintetizados (DRX, FTIR, Raman, TGA, BET, MEV,
MET);

e Otimizar as concentracfes de PVA com o0s pos estudados para a producéo
de arcaboucos eletrofiados;

e Ajustar os parametros do processo de eletrofiagcéo;

e Avaliar a morfologia das fibras eletrofiadas e sua distribuicdo de tamanho;

e Verificar a resisténcia mecanica, taxa de intumescimento e degradacéo dos
arcaboucos;

e Estudar a bioatividade apds 7 dias de imersdo no Simulated Body Fluid —
SBF;

e Verificar através de ensaio in vitro a viabilidade celular e adeséo celular para

possivel ensaios in vivo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo de suporte significativo e dindmico que
continua a ser remodelado e reconstruido ao longo da vida de um individuo. Além de
sua funcéo estrutural, € responsavel pelo suporte, protecdo, locomoc¢ao e carga.
Assim como também assume responsabilidade pela formacgéo de células sanguineas
(hematopoese), homeostase mineral e outras funcdes (Yl et al., 2016).

A anatomia do tecido 6sseo pode ser dividida em dois tipos de tecido: cortical
ou compacto e trabecular ou esponjoso. O cortical € denso e esta presente no eixo de
0ssos longos, que possui uma estrutura em forma de lamelas concéntricas onde a
matriz de coldgeno se organiza, com uma porosidade variando entre 5 a 10%. J& o
trabecular apresenta uma menor densidade por possuir uma matriz mais porosa
variando de 50 a 90%. Este se organiza em trabéculas preenchidas por medula 6ssea
vermelha, na qual ha producdo ativa de células sanguineas a partir de células
mesenquimais (CARNEIRO; JUNQUEIRA, 2012; JUDAS et al., 2012; KUMAR SAINI;
PRASAD BAGRI; BAJPAI, 2019).

De um modo geral o tecido 6sseo apresenta um arranjo estrutural em diferentes
escalas que esta dividido em trés niveis: nanoestrutura (ndo colagenosas, proteinas
organicas, minerais cristalinos); microestrutura de Osteons, lamelas, sistemas
Haversianos e Volkmann; macroestrutura como 0 0SSO esponjoso (trabecular) e
cortical (Figura 1) (GALIA et al., 2009; LIU, H.; WEBSTER, 2007).
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Figura 1 — Esquema da organizagdo hierarquica do osso desde a escala macro e

nanomeétrica
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Fonte: (WEGST etal., 2015).

A matriz extracelular do tecido 6sseo também é composta por células que sao
responsaveis pela sintese da matriz, tais como: osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos.

Os osteoblastos sao responsaveis ndo so pela formagéo da matriz 6ssea, mas
também pela sua mineralizag&o. Estas células sintetizam a parte organica (colageno
tipo I, proteoglicanos e glicoproteinas) da matriz 6ssea, e também osteonectina que
facilita a deposicdo de calcio e osteocalcina estimula a atividade dos osteoblastos
(CARNEIRO; JUNQUEIRA, 2012).

Quando os osteoblastos se envolvem completamente na matriz éssea
calcificada, fica aprisionado em cavidades denominadas de lacunas, diferenciando-se
deste modo em ostedcitos (RODAN, 1992).

Ja os osteoclastos desempenham um papel fundamental no processo de
remodelacdo e renovacdo do tecido 0sseo. Sdo essas células que realizam a
reabsorcédo do tecido 6sseo mineralizado, permitindo a liberacéo de calcio. (RODAN,
1992).
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3.2 Engenharia de tecido 6sseo

Um dos setores que vem crescendo nas pesquisas na area biomédica é a
engenharia de tecido, que regenera tecidos naturais, bem como o uso de células na
criacdo de substitutos bioldgicos para tecidos e 6rgaos defeituosos (TABATA, 2000).

A perda ou disfuncéo do tecido esquelético causadas por trauma, lesdo, doenca
ou avancos na idade pode resultar em morbidade significativa, bem como em uma
variedade de questdes socioecondmicas (BLACK et al.,, 2015). A engenharia de
tecidos e a medicina regenerativa surgiram nos ultimos anos com novas abordagens
para a formacé&o de um novo tecido esquelético, na tentativa de abordar a necessidade
nao satisfeita de crescimento 6sseo e reparacao 0ssea (BLACK et al., 2015).

Para Berthiaume, et al. (2011), muitas vezes, o ambiente imita alguns aspectos
criticos da configuracdo in vivo através do controle adequado dos materiais e do
ambiente mecénico, bem como do meio quimico (BERTHIAUME; MAGUIRE;
YARMUSH, 2011) . Geralmente, arcaboucos para adesao celular devem servir pelo
menos a um dos seguintes propositos:

v' Facilitar ligacao celular e migracao;

v Retencao e apresentacao de fatores bioquimicos;

v' Ambiente poroso para adesdao celular e difusdo de nutrientes adequados;

v Rigidez mecéanica e flexibilidade.

Entdo, com todos esses esclarecimentos a engenharia de tecidos € um ramo
interdisciplinar da ciéncia que combina o sistema bi6logo, quimico e ciéncia dos
materiais para trabalharem juntos. Portanto, o ramo interdisciplinar consiste na
proliferacéo de células-tronco no arcabouco no meio de fluido corporal simulado - SBF
(Simulated Body Fluid) para confirmar a biocompatibilidade do arcaboug¢o no corpo
humano (AMBEKAR; KANDASUBRAMANIAN, 2019).

Pode-se afirmar entdo que, a engenharia do tecido é de natureza
interdisciplinar que inclui conceitos e tecnologia em diversas areas como mostrado na

Figura 2.
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O sucesso da engenharia de tecido depende também da biocompatibilidade e

resisténcia mecanica dos biomateriais. Portanto ao produzir um arcabouco a selecéo
do material é crucialmente importante (ISLAM, MD SHARIFUL; TODO, 2016).
Segundo Holmes (2002), os candidatos a arcaboucos de biomateriais devem

satisfazer, de forma ideal, varios critérios rigorosos: (1) unidades basicas que podem

ser projetadas e modificadas; (2) uma taxa controlada de biodegradacdo dos

materiais; (3) auséncia de citotoxicidade; (4) propriedades que especificamente

promovem ou inibem interacdes célula-material; (5) respostas imunes e inflamacgéo

minimas; (6) producdo de material facil e escalavel, purificacdo e processamento, e

(7) compatibilidade quimica com solu¢des aquosas e condicdes fisiologicas.
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A biologia dos enxertos 6sseos e seus substitutos € apreciada a partir de uma
compreensao dos processos de formacao 0ssea da osteoinducdo, novo 0sso obtido
através do recrutamento ativo de células-tronco mesenquimais do hospedeiro do
tecido circundante, que se diferenciam em osteoblastos formadores de 0sso; e
osteoconducéo é a facilidade da entrada dos vasos sanguineos e a formagéo do novo
0SS0 em uma estrutura trelicada passiva definida (BHATT; ROZENTAL, 2012).

3.3 Biomateriais

7

Biomaterial, por definicdo classica, € um material utilizado num dispositivo
médico, destinado a interagir com os sistemas biolégicos.

Por outro lado, em posicéo de refinar o paradigma dos biomateriais e redefinir
0 conceito, levando em consideragdo o surgimento de novas tecnologias, define-se

como.

"Uma substancia que foi projetada para assumir uma
forma que, sozinha ou como parte de um sistema complexo, é
usada para direcionar, pelo controle de interagcbes com
componentes de sistemas vivos, a de qualquer procedimento
terapéutico ou diagndstico, em medicina humana ou
veterinaria" (WILLIAMS, 2009).

Segundo Bhat e Kumar (2013) tem uma definicdo mais completa, do ponto de

vista da saude, os biomateriais, podem ser definidos como:

"Materiais que possuem algumas propriedades novas
gue os tornam apropriados para entrar em contato imediato
com o tecido vivo, sem provocar quaisquer reacdes adversas
de rejeicdo imunolégica” (BHAT; KUMAR, 2013).

Os biomateriais séo geralmente classificados em funcao de sua origem, reacao

bioldgica, natureza quimica e aplicacao referente ao mecanismo de agao.
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Quanto a relacdo com a origem podem ser:

Autdégenos — quando se realiza a retirada de um tecido para implante no
proprio individuo, exemplos: 0SS0 esponjoso e, em menor grau, 0 0SSO
cortical sdo materiais de enxerto de referéncia. A disponibilidade de

7

enxertos autdégenos €, no entanto, limitada e a retirada esta
frequentemente associada a mobilidade do local doador (BHATT,;
ROZENTAL, 2012).

Alégenos — quando o implante é dado por um 6rgdo ou tecido de
individuos diferentes, porém pertencendo a mesma espécie. Exemplos:
fonte de cadaveres.

Xendgenos — quando o implante é originario de uma espécie diferente
(caso da utilizacéo de pericardio bovino em préteses cardiacas).
Aloplasticos — sé@o considerados materiais sintéticos, exemplos: ligas de
titAnio (metais), alginatos (polimeros), hidroxiapatita (ceramicas), e mais
recentemente, hidroxiapatita/prata (compdsitos). A vantagem do uso
deste materiais € que evitam a morbidade de doadores, e tipicamente
simplifica o procedimento operativo em termos de tempo e complexidade
da técnica (EPPLEY, 1999).

Quanto a relacao a reagao bioldgica, especialmente confinados as suas

respostas ao material da interface, os biomateriais podem ser classificados (DUBOK,
2001; REZWAN et al., 2006):

Bioinerte — Estes materiais interagem muito pouco com o tecido
circundante. Ex: Oxidos de titanio, tantalo, aluminio e zirconia;
Bioativos — A superficie destes materiais favorece ligacao bioquimica
com o organismo vivo. Ex: hidroxiapatita porosa, sais de fosfato de célcio
(polifosfato de calcio), biovidros, poliuretano etc.;

Biodegradavel — Estes materiais possuem uma taxa de degradacdo
controlavel, onde sua substituicdo pelo tecido ocorre sem toxicidade e
rejeicdo para o organismo in vivo. Ex: polimeros naturais (alginato,
guitosana etc.) e sintéticos (PVA, PLLA, PLGA etc.), Fosfato tricalcico,
hidroxiapatita etc.;

Biomiméticos — Estes materiais possuem similaridade na composicéo

guimica, propriedades biomecéanica e bioquimica com tecido onde vai
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ser implantado. Ex: polissacarideos, tais como, acido hialurénico,

alginato, quitosona etc.

» Quanto a aplicagéo

e Osteoindutores — possui capacidade de atrair células que propiciam o
crescimento do tecido 0sseo.

e Osteocondutores — estes materiais permite a justaposi¢cao de um novo
tecido 6sseo, a partir de outro pré-existente (por ex. arcaboucos).

e Osteogénicos — se refere a materiais organicos capazes de formar 0sso
diretamente de ostetoblastos.

» Além das classificagcbes fundamentais de comportamento, um
biomaterial pode ser classificado pela sua natureza quimica natural e
sintética. Entre os naturais exemplifica-se o colageno puro e 0ssos
retirados de outra fonte animal (bovino). Ja os sintéticos sdo descritos
0s metdlicos (p.ex. ligas de titanio), ceramicos (p. ex. hidroxiapatita),
polimeros (p.ex. alginato, acido poli (acido latico), polietileno glicol, PVA,
etc.), biocompositos (p. ex. hidroxiapatita/quitosana).

Dentre essas possibilidades, os materiais sintéticos sdo particularmente os
mais atrativos devido a auséncia de risco de transmisséo de doencas e facilidade de
reproduzir a sua composicao quimica e arquitetura porosa (BOHNER; SANTONI;
DOBELIN, 2020) .

3.3.1 Hidroxiapatita (HAp)

Fosfato de calcio (CaP) é o nome comum de uma familia de minerais contendo
cations de célcio (Ca?*), juntamente com ortofosfato (PO43), metafosfato (PO3’) ou
pirofosfato (P207*), e as vezes hidrogénio (H*) ou fons hidroxido (OH"). E o principal
constituinte inorganico do osso (~ 60% do 0ss0) e o principal constituinte do esmalte
dentario (cerca de 90%). Existe uma familia de ceramica de polifosfato de calcio que
sdo caracterizados de acordo com a relagdo entre os ions de calcio (Ca) e fosforo (P)
na estrutura. Para composto quimicamente puros, Ca/P pode variar entre 0,5 - 2,0.
Além da variacdo da razdo Ca/P, estes também possuem uma faixa de estabilidade
de pH, cristalografia e solubilidade diferentes (DOROZHKIN, 2012; ELIAZ; METOKI,
2017).
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A Tabela 1 mostra os principais compostos preparados a partir do fosfato de
célcio, onde sao descritos a razdo Ca/P, sua férmula quimica e o nome, bem como a

nomenclatura do mineral correspondente.

Tabela 1 — Principais compostos da familia do fosfato de célcio

Ca/P Formula quimica Nome quimico Mineral

0,5 [Ca(PO3)2]n Polifosfato de calcio -

1,0 CaHPO4 Fosfato dicalcio Monetita

1,0 CaHPO4.2H20 Fosfato dicalcio dihidratado  Brushita

1,33 Cag(HPO4)2(P0O4)s.5H20 Fosfato de octacalcio -

1,43  Caio(HPO4)(POa4)s - Whitelockita
1,5 Cas(POa4)2 Fosfato tricélcico -

1,67  Caio(PO4)s(OH)2 - Hidroxiapatita
2,0 CasP20g9 Fosfato de tetracalcio -

Fonte: Adaptado de (DOROZHKIN, 2012).

Os principais membros da familia dos fosfatos de célcio (CaP) (Tabela 1) séo
de interesse para aplicac6es biomédicas, por isso varios processos de sintese dos
CaP sao descritos na literatura. A maioria dos CaP €, moderadamente, solivel em
agua e insoluvel em solucdes alcalinas, mas todos eles sdo facilmente sollveis em
acidos (DOROZHKIN, 2012).

Assim, para sintetizar CaP é preciso controlar pH, temperatura, relacao inicial
de Ca/P e concentracdes de ions. Estes fatores podem influenciar a morfologia dos
cristais, consequentemente, o processo de biomineralizacdo do tecido 6sseo (CHEN,
S. etal., 2019).

Sabe-se que entre os CaP, a hidroxiapatita (HAp) é de grande interesse da area
biomédica devido a similaridade cQom o tecido 6sseo, portanto € comum usar alguns
CaP como precursores para transforma-los em HAp, por ex. cristais de monetita
(CHEN, S. et al., 2019), ou exibir comportamento bioativo a temperatura ambiente,
permitindo a formacao de hidroxiapatita na superficie, € o caso do fosfato - tricalcico
Tricalcium phosphate (B-TCP) (ARBEZ; LIBOUBAN, 2017). Embora intimamente

associado com o processamento de hidroxiapatitas, o B-TCP exibe taxas de



29

dissolugdo mais rapidas do que as hidroxiapatitas em fluidos biologicos
(JILLAVENKATESA; CONDRATE, 1998).

Portanto, dentre os fosfatos de célcio, a hidroxiapatita, razéo 1,67 de Ca/P, é o
maior constituinte do 0sso, juntamente com o colageno. Trata-se de uma ceramica

constituida a partir de uma rede tridimensional (Figura 3).

Figura 3 — Estrutura tridimensional da hidroxiapatita
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Fonte: http://www.chemtube3d.com/solidstate/hydroxyapatite.html87529833

A semelhanca da hidroxiapatita sintética com o componente inorganico da
matriz 6ssea contribui para o desenvolvimento de métodos de sintese da HAp, que
podem ter aplicacBes biomédicas, para reparar tecidos duros, ou como sistemas de
administracdo de farmacos. A HAp é usada como substituto ésseo que pode ser
completo ou parcial, preenchimento de 0ssos, revestimento em ortopedia e implantes
dentarios (SZCZES; HOLYSZ; CHIBOWSKI, 2017). Diferentemente dos metais ou
ceramicas bioinertes (biovidros), onde ocorre sua encapsulacéo pelo tecido vivo, a
hidroxiapatita ndo € apenas biocompativel, mas também, bioativa. Liga-se
diretamente ao osso favorecendo sua fixacdo (ASHOK; MEENAKSHI SUNDARAM,;
NARAYANA KALKURA, 2003).

Além do uso na engenharia de tecido, os pés de HAp obtidos na forma de
estruturas nanométricas (nHAp), sdo utilizados também como revestimentos
ceramicos de metais devido a sua excelente biocompatibilidade, decorrente de sua

similaridade quimica e estrutural com a constituicdo inorganica de 0ssos humanos
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(KOSEOGLU et al., 2009). O aumento na area de superficie da nHAp leva a uma
maior propor¢céo de atomos ou moléculas expostas, comparado aos componentes do
interior da HAp levando a uma bioatividade mais eficiente (RAJKUMAR,;
MEENAKSHISUNDARAM; RAJENDRAN, 2011). No entanto, estrutura com n-HAp é
mecanicamente fragil, limitando assim, suas aplicagdes como enxertos 0sseo que
recebem cargas (LIAO et al., 2018). Ndo somente a HAp, mas todos os fosfatos de
célcio, embora capazes de incitar uma resposta biolégica favoravel do tecido 6sseo
(“bioativo”), (ROEDER et al., 2008).

Uma vasta gama de materiais tem sido utilizada para melhorar as propriedades
mecanicas da hidroxiapatita. Dentre estes, tem o0s polissacarideos derivados naturais
como quitina, quitosana, alginato, carragenina e sulfato de condroitina sdo materiais
versateis amplamente utilizados para aplicacbes de engenharia de tecidos 6sseos
(VENKATESAN et al., 2015).

3.3.2 Biocompdésito com hidroxiapatita

Material compdésito é definido como um material multifasico que pode ser
sintetizado ou ocorre naturalmente. Além disso, as fases constituintes devem ser
guimicamente diferentes e estarem separadas por uma interface distinta (CALLISTER,;
RETHWISCH, 2016). Os biocompdésitos, por sua vez, possuem a mesma definicao
gue material compa@sito, porém, apresentam em sua composi¢cado um biomaterial. Um
exemplo de biocompdsitos aplicados na engenharia de tecido resultam da
combinacdo de polimeros biocompativeis com a hidroxiapatita (HAp) para fabricar
arcaboucos que atendem a todos os requisitos desejados (SUN, FANGFANG; ZHOU,;
LEE, 2011). A adicao de polimeros biodegradaveis, como poli (acido glicélico), poli
(4cido lactico) e poli (&cido D, L-lactico-co-glicdlico) (PLGA) a ceramica de fosfato de
célcio permitiria uma melhor manipulacdo e controle sobre ambos macro e
microestrutura na modelagem de biocompdsitos para adaptacédo a defeitos 6sseos.

Em diferentes momentos, inUmeros polimeros biocompativeis foram testados
como matrizes do arcaboucgo: poli (acido D, L-lactideo-co-glicolideo) (PLGA) (KIM, S.
et al.,, 2006), colageno, (ARAHIRA; TODO, 2014; RYAN et al., 2015), quitosana
(ZHAO; LIANG, 2017), (PEG) (DEB; DEOGHARE; BARUA, 2018), poli (alcool vinilico)
(PVA) (ANJANEYULU et al., 2017; POURSAMAR; AZAMI; MOZAFARI, 2011), poli
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(vinil pirrolidona) (PVP) (LI, X. et al., 2013), entre outros. A Tabela 2 mostra diferentes

arcaboucos de matrizes poliméricas contendo hidroxiapatita.

Tabela 2 — Apresenta alguns relatos no uso dos biocompdsitos contendo hidroxiapatita

descrito na literatura

Biocompdsito Técnica de Produto Ref.
processamento
Arcabouco
HApP/ALG Hidrogel + para liberagdgo (SUKHODUB
liofilizac&o de clorexidina et al., 2018).
Arcabouco
HApP/ALG para liberagao
Hidrogel + de acido (ILIE et al.,
liofilizacao ascorbico 2016).
HAp/Poli(acido latico e
glicdlico) Prensagem + Pastilhas (KIM, S. et al.,
CO2(g) + lixiviagédo solidas 2006).
HAp/PVA/Celulose Hidrogel + Arcabouco (KUMAR et al.,
liofilizacao 2014).
HAp/ALG/Quitosana Hidrogel + secagem Po seco (LIAO et al.,
80°C 2018).
(ANJANEYUL
HAp/ALG/PVA Eletrofiacédo Fibras U etal., 2017).
(KUMAR
Hidrogel + Arcabouco SAINI,
HAp/Ag/Gelatina/ALG/PV liofilizac&o + criogel PRASAD
A BAGRI;
BAJPAI,
2019).
(ZHAO;
HAp/Colageno Eletrofiacao Fibras LIANG, 2017).
(UMA
HAp-BTCP/PVA/PVP Eletrofiagéo Fibras MAHESHWAR
| et al., 2017).

Fonte: A autora (2020).
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3.3.3 Alginato

O alginato € um copolimero polianionico linear extraido de algas marinhas e
bactérias, composto de sequéncia de dois monémeros acidos -D-manurbnicos (M) e
a-L-gulurénicos (G) unidos por ligacfes glicosidicas 1,4 em propor¢des variaveis 0s
guais podem formar blocos de homopolimero (M e/ou G) e heteropolimero (MG) ao
longo da cadeia (Figura 4) (TURCO et al., 2009; YANG, J.; XIE; HE, 2011). E
considerado biocompativel, ndo toxico; nao-imunogénico e biodegradavel. Além de
sua biocompatibilidade, abundéancia de fontes e precos baixos, tem sido amplamente
utilizado na indastria alimenticia como espessante, agente emulsificante e material de
engenharia de tecidos (VENKATESAN et al., 2015).

Figura 4 — Estrutura quimica do alginato (a) bloco M, (b) bloco G e (c) blocos

alternados
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Fonte: A autora (2020).

O alginato é conhecido por formar um hidrogel na presenca de cétions
divalentes, como o célcio (Ca?"), que atuam como reticulante entre os grupos
funcionais de cadeias de alginato (YANG, J.; XIE; HE, 2011). Porém, existe uma
diferenca de afinidade de ions metélicos (Ca, Ba, Sr) entre os homopolimeros G, M

ou alternados. As cadeias ricas em G tém maior afinidade por causa da estrutura
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secundaria dos alginatos, onde a ligacdo diaxial na cadeia homopolimérica de
guluronatos (G) determina uma estrutura de fibra curva formando cavidades, o que
facilita a acomodacdo de cations metalicos dentro dessas cavidades negativas
(AGULHON et al., 2012).

A conformacao do &cido gulurénico (G) permite um alto grau de coordenagéo
dos grupos COO- e OH" com Ca?* formando um gel de alta viscosidade (LIANG et al.,
2012). Essa estrutura é conhecida como modelo de reticulagdo em “caixa de ovos”
(do inglés, egg box) (Figura 5) (GRANT et al., 1973).

Figura 5 — Mecanismo de reticulacéo i6nica do bloco G com ions de Ca?*
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Fonte: A autora (2020).

A gelificacdo do alginato se dé& por ligacdo cruzada de uma solugéo de alginato
com ions de célcio. Estes géis liofilizados foram utilizados como curativos para feridas
mantendo o ambiente fisiologicamente umido por absor¢cao e dessorcédo de agua dos
géis (VENKATESAN et al., 2015). Esta interacdo faz com que se minimize a infeccéo
bacteriana facilitando a cicatrizacao de feridas (LEE, K. Y.; MOONEY, 2012).

Dentre 0 grupo bioceramica, os biocompdsitos organico-inorganicos sdo 0s
mais preferidos a serem usados devido a sua caracteristica que pode atender as
propriedades mecanicas requeridas no campo biomédico (KANASAN et al., 2017;
KUSAKABE; HIROTA; MIZUTANI, 2017).

Por sua vez, os biocompdsitos tém encontrado vérias aplicacdes na area da
industria de alimentos, veiculo de liberacdo de drogas, engenharia de tecidos, entre
outras aplicacdes. Na industria alimenticia, o desafio atual é o uso do acido ascorbico
devido a sua alta sensibilidade e baixa estabilidade a condicdes ambientais
inadequadas (por exemplo, temperatura, oxigénio, luz e umidade) (AZEVEDO et al.,

2014). Entdo, uma forma de protegé-lo consiste em imobilizar o acido ascérbico em
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Oxido de zinco e encapsula-lo em esfera de alginato (DESAI; LIU; PARK, 2005).
Enquanto na engenharia de tecido foram incorporados pos de HAp no gel de alginato
juntamente com clorexidina (CHX) para atuar como um sistema lento de libertacéo e
distribuicdo do farmaco nos quais foram liofilizados para gerar arcaboucos
(SUKHODUB et al, 2018). Também foram preparados e caracterizados
nanocompoésito de hidroxiapatita e alginato como sistema de liberacdo de farmaco
(acido ascorbico) (ILIE et al., 2016).

Também houve a tentativa de eletrofiar arcabougos de alginato puro, porém a
baixa concentracdo de solucdo foi insuficiente para fornecer matérias-primas
necessarias para a malha fibrosa, pois os numeros de cadeias poliméricas sao
insuficientes e existe também repulsdo intermolecular entre os grupos aniénicos
(SHEN; HSIEH, 2014; SUN, FANCHEN et al., 2019). Outros fatores que envolvem a
eletrofiacdo do alginato sdo a condutividade, tenséo superficial, estrutura molecular e
sua condicao de polieletrolitico (MOKHENA et al., 2020).

Mesmo assim, o uso do alginato vem crescendo cada vez mais na area
biomédica devido a alta biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, baixo custo,
excelente capacidade de gelificacdo, e semelhanca estrutural com um dos principais
componentes da matriz extracelular (ECM), proteoglicanos (glicosaminoglicano
(GAG)) e colagenos (FANG et al., 2011; MOKHENA et al., 2020; SHIVAKUMARA,
DEMAPPA, 2019).

Devido as diversas qualidades do alginato, tem-se o desejo de expandir e aplica-lo

como arcaboucos nanofibrosos eletrofiados.
3.3.4 Poli (Alcool Vinilico)
O poli(alcool vinilico) (PVA) possui estrutura molecular (Figura 6) e € um

polimero sintético hidrofilico contendo grupos hidroxila pendentes e sua solugéo
aguosa pode formar filmes transparentes (MALLAKPOUR; BEHRANVAND, 2017).
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Figura 6 — Estrutura Molecular do PVA
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Fonte: A autora (2020).

O poli(alcool vinilico) (PVA) sao polimeros sintéticos usados desde o inicio da
década de 1930, em uma ampla gama de aplicacbes nas industriais téxteis,
alimenticias, dispositivos médicos etc. (BAKER et al., 2012; DEMERLIS;
SCHONEKER, 2003). Quanto aos dispositivos biomédicos, estes sao aplicados como
adesivos transdérmicos, géis que secam rapidamente quando aderido na pele e
formulagcdes de comprimidos de libertagdo de drogas imediata e sustentada
(DEMERLIS; SCHONEKER, 2003).

O PVA também possui propriedades interessantes como adequada n&o-
toxicidade, hidrofilicidade, propriedades mecanicas, biocompatibilidade, alta
degradagcdo em agua e caracteristicas bioadesivas e sua rede tridimensional permite
a troca difusional de nutrientes e produtos residuais com o ambiente circundante
(RAFIENIA; SABERI; POORAZIZI, 2017; SHIVAKUMARA; DEMAPPA, 2019).

No entanto, o PVA é considerado fragil, por isso, para melhorar esta
propriedade, mistura-se com outros polimeros ou cerdmicos. Assim, uma nova classe
de materiais denominados de hibridos agregaria combinacdes de propriedades dos
materiais organicos com inorganicos, nos quais sdo misturados em escalas
nanoméetricas ou até mesmo nivel molecular (ABD EL-AZIZ; EL-MAGHRABY; TAHA,
2017; PODKOSCIELNA; SOBIESIAK, 2016).

Jé se sabe que o PVA continua sendo um dos grupos de polimeros amplamente
utilizados em biomateriais aplicados na area biomédica devido a sua estrutura de
copolimero em bloco segmentado e sua biodegradabilidade (PRASANNA;
VENKATASUBBU, 2018).

Devido a facilidade de processamento incluindo a preparacdo da solugédo os
polimeros também s&do usados em aplicacbes como arcaboucos de tecido e
cartilagem artificial (RAJKUMAR; MEENAKSHISUNDARAM; RAJENDRAN, 2011).
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Além disso, a flexibilidade e a disponibilidade de forma dos materiais poliméricos
conferem grande potencial na area de regeneracdo 6ssea (JANG; CASTANO; KIM,
20009).

Para aplicacdes biomédicas, preferencialmente imitar a matriz extracelular do
tecido 6sseo, mistura de PVA com outros polimeros organicos (alginato, quitosona
etc.) e nanoparticulas sédo descritos na literatura (XUE et al., 2018). Filmes de
nanoparticula de hidroxiapatita (HAp) com poli(alcool vinilico) (PVA) e alginato de
sédio foram estudados para liberacdo controlada de antibiéticos, amoxicilina, para
infeccdo no tecido 6sseo (PRASANNA; VENKATASUBBU, 2018) e tratamento de
defeitos periodontais infra-60sseos (PRAKASH et al.,, 2019). Também, para
regeneracao periodontal foram estudas fibras eletrofiadas de PVA / HAp / Nanotubo
de carbono (PVA / HAp / CNT) (KHAN et al., 2017).

As nanofibras eletrofiadas também estédo presente na area ambiental, nos quais
foram estudadas como filtros para retiradas de contaminantes (Zn?*) de solugéo
aquosa (ABD EL-AZIZ; EL-MAGHRABY; TAHA, 2017).

3.4 Processamento de Fibras

Os materiais usados em enxerto 6sseo, arcaboucos, devem ser projetados para
suportar a migracao, fixacdo e proliferacdo de células (JANUARIYASA; ANA;
YUSUF, 2020). Entdo, para obter estes processos biol6gicos é essencial uma
porosidade alta e interconectada em escala micrométrica para o uso de fatores de
crescimento e migracao celular (SATTARY etal., 2018; VASITA; KATTI, 2006). Assim,
muitas técnicas de fabricacdo de estrutura porosa (arcabouc¢os) e biodegradavel tem
avancado para aplicacdo na regeneracdo de oOrgdos e tecidos (AMBEKAR;
KANDASUBRAMANIAN, 2019).

Os polimeros séo os primeiros materiais utilizados na fabricagédo de arcaboucgos
em aplicacbes na engenharia de tecidos, mas outros materiais poliméricos
biodegradaveis ja foram usados neste campo (ARMENTANO et al., 2010). Isto deve-
se a sua grande flexibilidade de design porque a composi¢do e estrutura podem ser
adaptadas as necessidades especificas, por isso, se tornam candidatos atraentes
(LIU, X.; MA, P. 2004). A fibra PVA tem sido destacada, pela sua biocompatibilidade,
alta resisténcia a tracéo, compressao, modulo de elasticidade e resisténcia a abraséo

devido ao seu arranjo de trelica (LEE, J. S. et al., 2004). Ja se sabe que entre os
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materiais, o processamento de arcaboug¢os poliméricos sdo os mais faceis de obter
tais caracteristicas, porém em algumas aplicacdes sao consideradas frageis e
hidrataveis a temperatura corpoérea (37°C) (KORDE; KANDASUBRAMANIAN, 2018).

Assim, uma das linhas de pesquisa mais importante na area da engenharia de
tecido 6sseo é desenvolver suportes conhecidos por arcaboucos nanofibrosos e
nanoparticulados, pois se assemelham as caracteristicas nanométricas da matriz
extracelular nativa (MEC), que por sua vez direciona numerosos aspectos da
organizagéao e sobrevivéncia celular.

Outro fator importante das nanofibras para a engenharia de tecido é a grande
razao entre a area superficial e o volume, que permite a migracao e proliferacéo celular
(SUKIGARA et al., 2003). Alguns biomateriais poliméricos biocompativeis e
biodegradaveis sdo usados na fabricacdo de arcabouco, estes materiais incluem
coldgeno, poli(lactido-co-glicolido), poli (4cido lactico), poli (acido glicolico) etc.
(SUKIGARA et al., 2003).

Atualmente na area da bioengenharia arcaboucos de nanofibras poliméricas,
com seus diferentes métodos de producdo e montagem estéo cada vez mais atuante
nas pesquisas, principalmente na reconstrucdo e/ou substituicdo do tecido 6sseo.

Portanto, antes de decidir sobre o tipo de processo de fabricagdo das
nanofibras (jato rotativo, extrusdo, separacao de fase, eletrofiacdo etc.) é importante
mencionar que existe uma grande demanda de variaveis que ocorrem durante o
processamento do arcabouco fibroso (ROGALSKI; BASTIAANSEN; PEIJS, 2018). A
ilustracdo da Figura 7 mostra dois processos de fabricagdo da nanofibras jato rotativo

(a) e eletrofiacao (b).

Figura 7 — llustracdo de equipamento de fiacdo (a) jato rotativo e (b) eletrofiacéo
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Fonte: A autora (2020).
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Qualquer processo de fabricacdo das nanofibras, exige controle de variaveis,
tais como: viscosidade, peso molecular, composi¢cdo quimica, umidade, temperatura
etc., caso contrario, podera afetar a qualidade das nanofibras. Pensando nisso, para
evitar a umidade, esta pesquisa optou por escolher um equipamento que durante o

processamento da fibra permanecesse isolado do meio.

3.4.1 Teécnica da eletrofiacédo

Esta pesquisa, optou por escolher o processo de eletrofiagdo ou electrospinning
gue consiste em formar filamentos a partir de solu¢des poliméricas. A técnica de
eletrofiacdo consiste basicamente em: (1) bomba de infuséo, (2) seringa, (3) uma fonte
de alta voltagem (4) um coletor cilindro ou um alvo (HUANG et al., 2003). A Figura 8
mostra o equipamento industrial Inovenso-Modelo NE-300 Electrospinning Device do
Laboratorio do LQES (DQF da UFPE) utilizado nesta pesquisa (a) e a ilustragéo (b).

Figura 8 — Imagens do processo da eletrofiacdo utilizada nesta pesquisa (a)
equipamento e (b) ilustracdo do processo
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Fonte: A autora (2020).



39

Pelo principio da eletrofiacdo, os filamentos de polimero sdo formados a partir
de uma fonte de potencial elétrico aplicado a solucéo do polimero na superficie da
gota liquida na ponta da agulha (bico metalico) coberta por cargas elétricas. A
superficie do liquido é distorcida em uma forma cénica conhecida como o cone de
Taylor. Uma vez que a tensdo excede um valor critico, a forca eletrostatica supera a
tensao superficial da solucdo e um jato liquido estavel é ejetado da ponta do cone. O
solvente evapora a medida que o jato viaja pelo ar, deixando para tras fibras
poliméricas ultrafinas coletadas em um alvo eletricamente aterrado. Finalmente, as
fibras resultantes sdo coletadas no cilindro coberto com folhas de aluminio que
formam uma membrana fibrosa (HUANG et al., 2003; ZHANG et al., 2005; LI et al.,
2014; LIAO et al., 2018).

Os parametros apropriados das variaveis envolvidas no processo da
eletrofiacdo (tensdo, distancia agulha-coletor, viscosidade da solucdo, tipo de
solvente, etc.), permite o controle da espessura, homogeneidade e orientacdo das
fibras (LI, H. et al., 2014). Porém, muitas propriedades do processo estao intercaladas,
como a distancia entre agulha e o coletor afeta o campo elétrico, e mesmo tais
propriedades sao variaveis de acordo com as propriedades da solu¢do (concentracéo,
solvente, viscosidade etc.).

Portanto, em funcdo destes pontos, € importante controlar alguns fatores e
variaveis que permitam determinar um conjunto de parametros adequados para o

processo de formacéo das nanofibras por eletrofiacdo. Entre estes:

Tensé&o Aplicada

Pesquisadores sugeriram que, quando voltagens mais altas séo aplicadas, ha
mais ejecao do polimero e isso resulta no aumento do diametro da fibra (ZHANG, C.
et al., 2005). Também pode resultar na formacdo de granulos/gotas (beads) ou
nanofibras com granulos, e nanofibras frisadas nos quais séo atribuidos a diminuicédo
do tamanho do cone de Taylor e ao aumento da velocidade do jato para a mesma taxa
de fluxo (HAIDER; HAIDER; KANG, 2018).

Concentracdo do Polimero
No processo de eletrofiagdo, para a formagédo de fibras, € necessaria uma
concentracdo minima do polimero na solugcdo. Em concentracfes baixas, formam-se

granulos em vez de fibras e, em altas concentracdes, a formacao de fibras continuas
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ndo é desejavel devido a incapacidade de manter o fluxo da solugdo na ponta da
agulha, resultando na formacédo de fibras maiores (SUKIGARA et al., 2003). Outra
pesquisa com solucao de PVA apontou que altas concentracdes da solucao polimérica
nao formavam fibras, mas grandes gotas caindo sobre o alvo de coleta
independentemente da tensdo de eletrofiagdo. Em concentracdo bem baixa eram
insuficientes para estabilizar o jato e a contracdo dos diametros do jato impulsionado
pela tensdo superficial fazia com que a solucdo formasse granulos ou fibras com
granulos (ZHANG, C. et al., 2005).

Massa molecular do polimero

Este € outro parametro importante da solucdo que afeta a morfologia da fibra
eletrofiada. Em geral, solucdes de polimeros de massa molecular alta tem tendéncia
a proporcionar uma melhor viscosidade, podendo gerar fibras mais uniformes e
maiores no diametro. Enquanto, solucdo de polimeros de massa molecular baixa
tende a formar granulos (BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

Viscosidade

A viscosidade da solugédo desempenha um papel importante na determinacao
do tamanho e morfologia da fibra durante a fiagcdo de fibras poliméricas. Portanto
viscosidade muito baixa néo forma fibra continua e alta ha dificuldade na ejecéo de
jatos de solucdo de polimero, assim, ha uma exigéncia de viscosidade ideal para
eletrofiacdo (SUKIGARA et al., 2003). Outra pesquisa afirma que granulos e fibras
com granulos sdo menos propensos a serem formados para as solucbes mais
viscosas (FONG; CHUN; RENEKER, 1999). Na verdade, viscosidade, concentracéo
de polimero e massa molecular estdo correlacionados entre si, e todos estes

parametros irdo depender do tipo de polimero.

Taxa de Fluxo

A taxa de fluxo do polimero da seringa € um parametro importante do processo,
uma vez gque influencia a velocidade do jato e a taxa de transferéncia do material. Uma
taxa de alimentacdo menor é mais desejavel, pois o solvente ter4 tempo suficiente
para a evaporagao (YUAN et al., 2004). Uma pesquisa com solucao de poli(6xido de
etileno), PEO, mostrou que o diametro médio da fibra aumenta linearmente com a

aumento taxa de alimentacao da solucéao de polimero (HENRIQUES et al., 2009).
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Distancia do coletor

A distancia do alvo ao coletor é outro parametro que influencia a qualidade das
fibras. Pesquisa com polimero poli(6xido de etileno), PEO, afirma que em distancias
curtas, abaixo de 15 cm, as fibras se fundem em suas intersecdes devido a
evaporacao incompleta do solvente antes que o jato atinja o coletor (HENRIQUES et
al., 2009).

Porém, outra pesquisa com poli(alcool vinilico), PVA, a distancia do alvo ao
coletor entre 8-15 cm néo teve efeito significativo na morfologia da fibra eletrofiadas.
Assumiu-se que os jatos de solucdo foram alongados e solidificados rapidamente
depois que fluiram para fora da ponta da agulha devido a alta condutividade do PVA
(ZHANG, C. et al., 2005).

Além destes parametros descritos acima sugere levar em considerag¢ao outros
parametros que podem afetar o processo: propriedades da solugédo (viscosidade,
concentracdo do polimero etc.), massa molecular do polimero, condutividade e tensao
superficial; e variaveis controladas, incluindo pressao hidrostética no capilar, potencial
elétrico na ponta e distancia entre a ponta e coletor; e parametros ambientais,
incluindo temperatura, umidade e velocidade do ar na camara de eletrofiagdo (DOSHI,
RENEKER, 1995).

3.4.2 Arcaboucos eletrofiados com matriz de PVA aplicados na engenharia de tecido

6sseo

Uma grande variedade de polimero tem sido investigada para produzir
arcaboucos eletrofiados com alta porosidade e area superficial. No entanto, apenas
polimeros viscoelastico passiveis de sofrerem grandes deformacfes podem ser
transformados em nanofibras por meio do estiramento (HUANG et al., 2003).
Também, varias composicdes poliméricas foram utilizadas como matrizes de suporte
de células 6sseas com a intencao de conseguir melhor adeséo celular, crescimento e
formacdo de minerais adequados para a regeneracdo do osso (PRABHAKARAN;
VENUGOPAL; RAMAKRISHNA, 2009).

Apesar de muitos polimeros terem sido dissolvidos com solventes adequados
para serem eletrofiados, hda uma grande dificuldade de eletrofiar biopolimeros

naturais, uma vez que, ndo € facil encontrar solventes orgéanicos, por isso, que a
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maioria deles séo eletrofiados com mistura de outros polimeros sintéticos
biocompativel (LU et al., 2006).

Também, muitos possuem solubilidade limitada (quitosana, celulose etc.), nao
séo soluveis em 4gua e séo dificeis de se dissolver na maioria dos solventes organicos
(SHEN; HSIEH, 2014). Mesmo assim, € preciso investigar o uso de polimeros naturais
em arcaboucos eletrofiados, pois possuem propriedades interessantes para a area
biomédicas, tais como: bioativas, anestésicos, antibactericida, antiviral, antiflamatério
etc. Por isso, muitas pesquisas utilizam diferentes solventes, as vezes téxicos, no
preparo da solucdo para eletrofiacdo. Isto pode dificultar o controle de alguns
parametros durante o processo de eletrofiacdo, ou até prejudicar o meio ambiente e 0
ser humano.

Entdo, muitas pesquisas procuram solucionar este problema misturando
diferentes polimeros sintéticos com naturais, porém, é preciso encontrar solventes
comuns e néo toxico.

Arcabouco de nanofibras de PVA / quitosana (CS) / acido ascorbico (ASC)
mostraram-se fundidas em algumas concentracdes, talvez pela utilizacdo de
diferentes solventes agua (PVA), acido acético (CS) e etanol, propileno glicol e 4gua
destilada (ASC) (NAJAFI-TAHER et al., 2015).

Também foi estudado arcabouco de matriz de PVA / quitosana (CS) misturados
mecanicamente em diferentes proporc¢des de hidroxiapatita carbonatada (CHAp) com
intensdo de mimetizar a matriz extracelular do tecido ésseo. Neste processo foram
utilizados somente dois tipos de solventes diferentes, agua (PVA) e acido acético
(CS), mesmo assim, obtiveram aglomeracao de particulas em algumas concentracées
de CHAp. (JANUARIYASA; ANA; YUSUF, 2020).

Ja para melhorar resisténcia mecéanica, fiboras de PVA / prépolis foram
reticuladas com glutaraldeido (GTA), acetona e acido cloridrico (HCI). Este processo
reduziu a porosidade e a razdo da area de superficie e volume, consequentemente,
estas caracteristicas diminuem a ligacédo das células, que € crucial para aplicacdes
biomédicas (BILGINER; ARSLAN YILDIZ, 2020).

Arcaboucos de nanofibras eletrofiadas de poli(alcool vinilico) com diferentes
concentracoes de HAp dopada com Ag foram estudadas para aumentar a atividade
antibacteriana (ANJANEYULU et al.,, 2017). Em outro trabalho para melhorar a

biodegradacgao foram acrescentados biocompésito de HAp e fosfato tricalcico (B-TCP)
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incorporadas na matriz de poli(alcool vinilico) / poli(vinil pirrolidona) — PVA / PVP (UMA
MAHESHWARI et al., 2017).

Uma grande variedade de polimero tem sido investigada para produzir
arcaboucos eletrofiados com alta porosidade e area superficial. No entanto, apenas
polimeros viscoelastico passiveis de sofrerem grandes deformacdes podem ser
transformados em nanofibras por meio do estiramento (HUANG et al., 2003).
Também, varias composi¢cdes poliméricas foram utilizadas como matrizes de suporte
de células 6sseas com a intencdo de conseguir melhor adesao celular, crescimento e
formacdo de minerais adequados para a regeneracdao do osso (PRABHAKARAN;
VENUGOPAL; RAMAKRISHNA, 2009).

Apesar de muitos polimeros terem sido dissolvidos com solventes adequados
para serem eletrofiados, ha uma grande dificuldade de eletrofiar biopolimeros
naturais, uma vez que, ndo é facil encontrar solventes organicos, por isso, que a
maioria deles séo eletrofiados com mistura de outros polimeros sintéticos
biocompativel (LU et al., 2006).

Também, muitos possuem solubilidade limitada (quitosana, celulose etc.), ndo
sdo soluveis em 4gua e sédo dificeis de se dissolver na maioria dos solventes organicos
(SHEN; HSIEH, 2014). Mesmo assim, € preciso investigar o uso de polimeros naturais
em arcaboucos eletrofiados, pois possuem propriedades interessantes para a area
biomédicas, tais como: bioativas, anestésicos, antibactericida, antiviral, antiflamatorio
etc. Por isso, muitas pesquisas utilizam diferentes solventes, as vezes téxicos, no
preparo da solucdo para eletrofiacdo. Isto pode dificultar o controle de alguns
parametros durante o processo de eletrofiacdo, ou até prejudicar o meio ambiente e 0
ser humano.

Entdo, muitas pesquisas procuram solucionar este problema misturando
diferentes polimeros sintéticos com naturais, porém, é preciso encontrar solventes
comuns e néo toxico.

Arcabouco de nanofibras de PVA / quitosana (CS) / acido ascorbico (ASC)
mostraram-se fundidas em algumas concentracdes, talvez pela utilizacdo de
diferentes solventes agua (PVA), acido acético (CS) e etanol, propileno glicol e agua
destilada (ASC) (NAJAFI-TAHER et al., 2015).

Também foi estudado arcaboucgo de matriz de PVA / quitosana (CS) misturados
mecanicamente em diferentes proporc¢des de hidroxiapatita carbonatada (CHAp) com

intensdo de mimetizar a matriz extracelular do tecido 6sseo. Neste processo foram
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utilizados somente dois tipos de solventes diferentes, agua (PVA) e acido acético
(CS), mesmo assim, obtiveram aglomeracao de particulas em algumas concentracdes
de CHAp. (JANUARIYASA; ANA; YUSUF, 2020).

Ja para melhorar resisténcia mecénica, fiboras de PVA / propolis foram
reticuladas com glutaraldeido (GTA), acetona e acido cloridrico (HCI). Este processo
reduziu a porosidade e a razdo da area de superficie e volume, consequentemente,
estas caracteristicas diminuem a ligacédo das células, que € crucial para aplicacdes
biomédicas (BILGINER; ARSLAN YILDIZ, 2020).

Arcaboucos de nanofibras eletrofiadas de poli(alcool vinilico) com diferentes
concentracbes de HAp dopada com Ag foram estudadas para aumentar a atividade
antibacteriana (ANJANEYULU et al., 2017). Em outro trabalho para melhorar a
biodegradagao foram acrescentados biocompésito de HAp e fosfato tricalcico (B-TCP)
incorporadas na matriz de poli(alcool vinilico) / poli(vinil pirrolidona) — PVA / PVP (UMA
MAHESHWARI et al., 2017).
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

e Obtencao dos pds ceramicos.

Nesta parte, iremos dividir em Etapas o procedimento utilizado para obtencéo
dos pGs de ceramicos a base de fosfato de célcio:

- Etapa |, sera descrito a sintese dos pds precipitado por via umida (HP);

- Etapa Il, sera descrito a sintese dos po6s da hidroxiapatita precipitada por
via hidrotermal (HAH);

- Etapa Ill, sera descrito a metodologia do biocompdsito da
Hidroxiapatita/Alginato (HAL).

e Preparacdo das pastilhas compactadas dos p6s HP e HAL.

e Preparacdo dos arcaboucos eletrofiados;

e E posteriormente serdo abordados os fundamentos tedéricos das

técnicas experimentais usadas para caracterizacdo guimica, fisica e

bioldgicas das amostras.

41 Preparacao dos pos ceramicos a base de fosfato de calcio

Etapa | — Sintese dos p0s por precipitagdo via Umida da hidroxiapatita (HP)

Por ser uma técnica de curto tempo, facilidade de preparo, producéo de pds em
grandes quantidades, baixo custo e reativo foram sintetizados pés de hidroxiapatita
pelo método de precipitacdo em solucdo aquosa (HP). O precipitado foi obtido a partir
da adicdo de 0,02 mol Na:HPO4 2H20 (Vetec, PA), gotejando lentamente, sob a
solucdo aquosa contendo 0,04 mol de CaCl2 anidro (Sigma Aldrich, 99%) em agitacao,
sendo em seguida adicionada solucéo de NaOH (2 mol.L, Vetec, PA) até o pH 9. O
sistema foi mantido sob agitacdo constante por 1h e descansado por 24h para uma
cristalizagdo completa. Em seguida, os precipitados foram centrifugados (1792 G) e
lavados varias vezes com agua destilada e na ultima lavagem utilizou-se alcool etilico
99,5% (Vetec, PA) para remover o excesso de ions residuais. Em seguida, o
precipitado foi seco a 60°C por 24h, triturado em almofariz e peneirado a 500 mesh
(abertura <25 pm) com intuito de desaglomerar e reduzir o tamanho de gréos, e

depois para uma melhor cristalizacéo foi calcinado a 1050°C por 2h.
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O Fluxograma da Figura 9 apresenta um resumo da metodologia proposta para

obtencao de pos de hidroxiapatita por precipitacdo por via umida.

Figura 9 — Fluxograma da metodologia aplicada na Etapa | da amostra HP

Etapall

A 4

NH,HPO,.2H,0 (sol.) + CaCl, Anidro (sol.) <:" '\?HO%
a

v

Prec.ipitaﬁgéo Envelheci- Lavagem-secagem
e agitagao a mento por 4 60°C/24h e
1h 24h

peneirado a 500#

\

L Tratamento
Caracterizagdes A .
DRX - FTIR Raman- | < \,: temico 1020°C
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Fonte: A autora (2020).

Etapa Il — Preparacao dos pos por via hidrotermal da hidroxiapatita (HAH)

Para esta sintese foram levados para reagir 0,025 mol de Ca(NO3)2.4H20 (0,6
mol.L1, Vetec, PA) e 0,005 mol de (NH4)2HPO4 (0,3 mol.L't), Spectrum, PA) através
do gotejamento lento do precursor do fostato sobre a solu¢do de dgua contendo ions
Ca?*, sob agitacdo constante a 80°C, com volume reacional total = 50 mL. Apds o
gotejamento total, o pH da sintese (inicialmente entre 5,5 - 6,5) foi elevado para 9
utilizando-se solugdo de NaOH (2 mol.L?, Vetec, PA). O sistema foi deixado sob
agitacao por 10 min. Em seguida, uma aliquota do sistema reacional (~10 mL) foi
colocada em um reator para aquecimento a 200°C (5°/min) durante 5h, sendo,
posteriormente, resfriado lentamente, dentro do forno até chegar a temperatura
ambiente. O precipitado obtido foi centrifugado (1792 G) e lavado varias vezes com
agua destilada e na ultima lavagem utilizou-se alcool etilico 99,5% (Vetec, PA) e,

depois, seco a 60°C por 24h. Em seguida o material foi triturado manualmente e
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peneirado a 500 mesh (abertura <25 pum). As amostras foram tratadas termicamente
a 900°C (taxa de aquecimento de 10°C/min) por um tempo de patamar de 2h.
O Fluxograma da Figura 10 apresenta um resumo da metodologia proposta

para obtencao de poés por via hidrotermal (HAH).

Figura 10 — Fluxograma da metodologia aplicada na Etapa Il da amostra HAH
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Fonte: A autora (2020).

Etapa lll — Preparacdo da amostra dos pos do biocompadsito da hidroxiapatita/alginato
(HAL).

A técnica escolhida para preparacdo da sintese do biocompdsito da
hidroxiapatita/ alginato (HAL) utilizou gel de alginato para sintetizar in situ a
hidroxiapatita (HAp) para controlar o crescimento dos cristais.

Nesta técnica, uma solucdo homogénea de 40 mL contendo 0,15 g (0,375%
m/v) de alginato de sddio (ALG) foi mantida sob agitacdo constante a temperatura
ambiente e 0,002 mol de solucao de CaCl: anidro foi adicionada por gotejamento lento.
O sistema foi agitado continuamente por 24h; logo apés, foi adicionada solucéo
contendo 0,001 mol de Na2HPO4 2H20 e ajustado o pH para 9 com adigdo de NaOH,
(2 mol.L?). Este sistema foi continuamente agitado por 5h a temperatura ambiente e

deixando envelhecer em frasco fechado por 24h. Em seguida, os precipitados foram
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centrifugados e lavados varias vezes com agua destilada para remover o excesso de
ions residuais, sendo secos a 60°C por 24h para a remocéao de toda agua do material.
O precipitado foi, entdo, triturado em almofariz e peneirado a 500 mesh (< 25 pm). O

Fluxograma da Figura 11 mostra o procedimento da sintese do biocompadsito HAL.

Figura 11 — Fluxograma da metodologia aplicada na Etapa Ill da amostra HAL
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Fonte: A autora (2020).

4.2 Preparacdao e caracterizacao das pastilhas compactadas

4.2.1 Preparagéo dos compactados

Pastilhas cilindricas dos precipitados por via Umida da hidroxiapatita (HP) e
biocompdsito hidroxiapatita / alginato (HAL) foram compactadas para avaliar a
porosidade e andlise superficial para possiveis aplicacdes biomédicas em tecido
0sseo que exigem elevada resisténcia. Nesta etapa, os p6s secos (HP e HAL) foram
compactados uniaxialmente (100 MPa) ~1 g de p6 numa matriz de aco de 12 mm de
didmetro com auxilio de uma prensa hidraulica com capacidade de 30 ton. Os
compactos foram sinterizados a 1050°C com uma taxa de aquecimento a 10°C/min
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por 2h de patamar. O resfriamento ocorreu dentro do forno e em seguida foram
caracterizados. Tanto os precipitados de HP e biocompdsito HAL foram calcinados
com 0s mesmos parametros de sinterizacdo das pastilhas, para analisar possiveis
alteracdes da fase cristalina e outras caracteristicas. Estas duas amostras foram
escolhidas por formar consideraveis quantidade de precipitados para compactacao.

4.2.2 Caracterizacao dos pos ceramicos e pastilhas compactadas

4.2.2.1 Difragdo de raio-X

As analises cristalograficas dos pds obtidos foram realizadas pelo método da
Difragdo de Raios X, num difratdmetro de Raios X, modelo XRD-7000, fabricante
Shimadzu, utilizando-se radiacdo CuKa (1,548A), com uma tenséo de 40 kV e corrente
de 30 mA, utilizando-se amostras pulverizadas. Esta analise permitiu identificar as
fases cristalograficas presentes no material por interpolacdo da base de dados
utilizando-se o programa High Score Plus 3.0c. para os tamanhos meédios dos
cristalitos foi utilizada a Equagé&o de Scherrer (Eg. 1):

k.A
[.cosO

tc = (Eq.1)

Sendo:

tc — tamanho médio dos cristais
k — constante de Scherrer
A — comprimento de onda

B — largura meia altura
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4.2.2.2 Espectroscopia de absorcéo no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR)

Para as analises de espectroscopia na regiao de infravermelho, foi utilizado
Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR): reflectancia total atenuada (ATR) e com pastilhas de KBr. Marca Perkin Elmer,
Modelo Frontier ATR universal, varredura 4000 - 600 cm™ e espectrofotébmetro do
sistema Bruker Tensor 27 com MCT e detector DTGS, com varredura na regiao de
4000 - 400 cm-1,

4.2.2.3 Espectroscopia Raman

As andlises da espectroscopia Raman é uma técnica fotbnica que permite
identificar materiais organicos e inorganicos através da andlise de rotacGes e/ou
vibragcbes das moléculas em uma estrutura morfolégica. Foram analisadas amostras
em forma de p6 em um equipamento Sistema Confocal Witec, com laser operando
com cristal de granada de itrio e aluminio dopado com neodimio, yttrium aluminium
garnet, (Nd:YAG) (A= 532 nm) com poténcia variavel, dependendo da intensidade do

sinal da amostra.

4.2.2.4 Analise termogravimétrica (TGA)

O estudo calorimétrico por TGA foi utilizado para determinacéo da estabilidade
térmica das ceramicas. As analises foram efetuadas em uma termobalanca modelo
60H da Shimadzu em atmosfera de ar sintético. As amostras foram aquecidas na faixa
de 30 — 900°C com uma taxa de 10°C/min utilizando um gés nitrogénio (N2) com

arraste a um fluxo de 20 mL/minuto.
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4.2.2.5 Isoterma de adsorcgéo e dessorgao

As isotermas de adsorcao-dessorcao de nitrogénio (N2) foram coletadas em um
equipamento Analisador de Area Superficial e de Poros Micromeritics ASAP 2440.
Sendo que as medidas da area superficial especifica dos p6s das amostras foram
calculadas de acordo com a teoria de Brunauer-Emmett-Teller (BET) (BRUNAUER,;
EMMETT; TELLER, 1938). As analises da isoterma de adsorcdo e dessorcao foram
obtidos pelo método Barret-Joyner-Halenda (BJH) (BARRETT; JOYNER; HALENDA,
1951).

4.2.2.6 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e transmissao (MET)

As informacfes morfologicas e topogréficas sobre as superficies do pés de
fosfato de calcio e dos compactados analisados foram observadas em um microscopio
eletrénico de varredura, modelo QUANTA 200F, filamento FEG, fabricante: FEI, com
voltagem de aceleracéo de 20kV. As amostras foram colocadas sobre porta amostras
contendo fita de carbono condutora e cobertas com camada nanométrica de filme de
ouro, usando um metalizador modular de alto vacuo. O equipamento conta com
Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS).

As imagens de MET séo formadas por elétrons que atravessam a amostra
carregando todas as informacfes da area analisada. A técnica foi aplicada somente
no biocompdsito hidroxiapatita / alginato (HAL), onde uma pequena quantidade de p6
foi dispersa no etanol e sonicada por 10 min e depositada em uma grade de cobre
para investigar a interacdo in situ da hidroxiapatita no alginato. Nesta técnica as
amostras foram analisadas em contrastes claros e escuros. O equipamento utilizado
na microscopia eletronica de transmissao (MET) foi FEI TECNAI G? F20 HRTEM
operado em 200 keV do Laboratorio de Caracterizagdo Estrutural da UFSCar do

departamento de engenharia dos materiais de S&ao Carlos.
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4.3 Preparacdo e caracterizagdo dos arcaboucos fibrosos

A Figura 12 mostra o fluxograma dos experimentos realizados com o0s
arcaboucos fibrosos.

Figura 12 — Fluxograma da preparacéo e caracterizacfes dos arcaboucos fibrosos
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Fonte: A autora (2021).

4.3.1 Preparacao das solucdes para eletrofiacéo

As amostras foram preparadas com solucdo de poli (alcool vinilico), (PVA,
89000 — 98000 g.mol?l, Sigma Aldrich) e mistura com pds ceramicos. Na Tabela 3
estdo presente o coédigo de fibras eletrofiadas; (1) somente com PVA nas
concentracdes de 10% (FP-10) e 12% (FP-12); (2) Devido aos bons resultados de
caracterizagdo da hidroxiapatita sintetizada por via hidrotermal (HAH) resolvemos
eletrofiar fibras de 10% de PVA com 0,1% de HAH calcinada a 900°C codificada de
10%PVA+0.1HAH; (3) diferentes concentracbes de biocompdsitos de
hidroxiapatita/alginato (HAL) (0.1, 0.25 e 0.5%) fiadas com 10 e 12% de PVA.
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Tabela 3 — Cédigo das amostras e concentracao (¥%om/m) dos seus constituintes

Amostras PVA (%) HAL (%) HAH (%)
FP-10 10

FP-12 12 - -
10%PVA+0.1HAH 10 - 0.1
FH1-0.1 0.1

FH1-0.25 10 0.25 -
FH1-0.5 0.5

FH2-0.1 0.1

FH2-0.25 12 0.25 -
FH2-0.5 0.5

FP=Fibra de PVA puros; FH1=Fibra 10% PVA+HAL e FH2=Fibra 12% PVA+HAL.

Fonte: A autora (2020).

As solucbes de PVA foram preparadas por solubilizacdo do polimero a 90°C
por aproximadamente 3h com agitacdo, até obter uma solugdo totalmente
transparente. Para eliminar bolhas residuais e estabilizar a viscosidade a solucgéo foi
deixada descansar ao ar livre por 24h. Em seguida, foram adicionados nas suas
respectivas solucdes de 10 e 12% dos pés ceramicos (HP, HAH e HAL). A mistura e
disperséo dos po6s de fosfato de célcio na solucéo de PVA foi realizada com auxilio de
um agitador magnético por aproximadamente 5h, e em seguida colocada em um

banho de ultrassom por 1h até obter uma dispersao uniforme.

4.3.2 Parametros para eletrofiacdo das solucoes

O preparo das amostras da malha de nanofibra por eletrofiagdo foram
realizadas com auxilio do equipamento Inovenso-Modelo NE-300 Electrospinning
Device do Laboratorio LQES do departamento DQF da UFPE (Figura 13). Nesta etapa
misturas de PVA / p6s bioceramicos foram adicionados em seringa de polipropileno
(20 mL) acoplada a uma bomba de infusdo que regula a velocidade da solugéo
polimérica. A fibras foram depositadas por aproximadamente 6h, no alvo, que era um

cilindro coberto com folhas de aluminio.
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Figura 13 — Equipamento de  eletrofiacdo (a) Inovenso-Modelo  NE-300
Electrospinning Device, (b) constituintes principais: (1) bomba de infuséo, (2) seringa,

(3) bico injetor, (4) cilindro coletor e (c) fibra eletrofiadas

Fonte: A autora (2020).

Os parametros utilizados para producado das amostras da malha nanofibrosa
estdo apresentadas na Tabela 4. Devido as diferentes misturas preparadas, as quais
apresentaram diferentes propriedades fisico-quimicas (i.e. viscosidade, tamanho de

particulas etc.) diversas tentativas foram feitas até padronizar estes parametros.

Tabela 4 — Pardmetros utilizados para producéo das nanofibras por eletrofiacdo

Amostra Taxa de fluxo Tenséo Distancia do bico ao
(mL/h) aplicada (kV) coletor (cm)
FP-10 0,6 23 10
FP-12 0,8 26 8
10%PVA+0.1HAH 1,0 25 10
FH1-0.1 0,8 25 15
FH1-0.25 0,8 23 15
FH1-0.5 0,8 27 15
FH2-0.1 0,8 24 15
FH2-0.25 0,8 25 10
FH2-0.5 0,8 29 15

FP = Fibra polimérica contendo PVA; FH1 e FH2 = Fibra polimérica compdsita PVA+HAL.

Fonte: A autora (2020).
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4.3.3 Andlise morfolégica dos arcaboucos fibrosos

A anélise morfoldgica das fibras foi realizada em microscopio eletrénico de
varredura FEI, modelo QUANTA 200F, com filamento de FEG operado a 20kV. A
membrana fibrosa revestida com uma fina camada de ouro usando um aplicador de
pulverizacdo catddica antes de serem examinadas por um microscopio eletrénico de
varredura (MEV). Os tamanhos médios das fibras foram determinados pelo programa

ImageJ utilizando-se mais de 100 medidas por imagem.

4.3.4 Propriedade mecanica

O ensaio mecanico, especificamente a resisténcia a tracdo, das fibras de PVA
puros e PVA com biocompaésitos foi determinado usando uma méaquina Emic DL 3000
N a temperatura ambiente. A velocidade de tracao foi de 25 mm / min e o tamanho da
amostra para avaliagdo mecanica de tracéo foi 10 x 0,05 (mm?) (largura x espessura).
Os dados da forca e deformacdo foram dados pelo Programa Tesc versdo 3.04
durante a realizagdo do ensaio, onde foram convertidos para determinar a curva
tensdo versus deformacédo. Os resultados foram apresentados como média + desvio

padréo (n = 3).

4.3.5 Ensaio de Bioatividade em Simulated Body Fluid (SBF)

Os arcaboucos estudados foram submetidos a imersdo em Fluido Corporeo
Simulado (Simulated Body Fluid — SBF) durante sete dias para verificar por MEV a
ocorréncia ou ndo da precipitacdo de apatita na superficie dos mesmos. O SBF foi
preparado de acordo com a metodologia apresentada por Kokubo e colaboradores e
a sua composicéo ibnica esta descrita na Tabela 5 (KOKUBO; TAKADAMA, 2006).
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Tabela 5 — Comparacdo da composic¢éo ibnica do SBF com a do plasma sanguineo

Composicdo Na* K* Ca®* Mg* cl HCOs*  HPOs>  SO3* pH
(mMol/L)

SBF 142 5 2,5 25 147,8 4,2 1,0 0,5 7,4
Plasma 142 5 2,5 2,5 103 27 1,0 05 7,274
sanguineo

Fonte: (KOKUBO; TAKADAMA, 2006).

I.  Preparo da solucdo do SBF

Foram agitados os reagentes com 700 mL de &gua deionizada em agitacao
magnético com aquecimento, mantendo a mistura a (36,5 = 1) °C. Os reagentes foram

adicionados e dissolvidos na ordem descrita na Tabela 6.

Tabela 6 — Reagentes utilizados na preparagéo da solugéo SBF

Ordem Reagentes Quantidades (Q)
1 NaCl 8,035
2 NaHCOs3 0,355
3 KCI 0,225
4 K2HPO4 3H20 0,231
5 MgCl2.6H20 0,311
6 1M HCI 39 mL
7 CaCl 0,292
8 Na2S0a4 0,072
9 TRIS 6,118
10 1M HCI 0-5mL

Fonte: (KOKUBO; TAKADAMA, 2006)

Em seguida a solugdo SBF foi mantida a temperatura (36,5 + 1) °C e ajustado o
pH 7,4 com uma solucédo de 2 M de HCI. Posteriormente foi transferida para um baléao

volumétrico de 1L e completados com agua deionizada, e reservada na geladeira.
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I[I.  Ensaio de mineralizacdo dos arcaboucos

Os arcaboucos de nanofibras e das pastilhas compactadas foram cortados no
tamanho aproximadamente de (1x1) cm? e colocadas por imersdo em vidros com 10
mL de solugédo do SBF durante sete dias com troca a cada 24h a (37 £ 1) °C para
repor os ions de calcio e fésforo em um Equipamento Banho Ultratermostatizado MA
184 Marconi da UFMA, Figura 14, onde posteriormente seca por 24h no dessecador

para serem analisadas por MEV.

Figura 14 — Equipamento utilizado no ensaio SBF para manter as amostras a 37°C

Fonte: A autora (2020).

4.3.6 Ensaio de intumescimento e degradacao dos arcabougos por imersdo no PBS

A taxa de intumescimento e degradacdo (perda de massa) foi realizada em
solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) preparada com 8,06 g/L de NaCl, 0,22
g/L de KCI, 1,15 g/L de NazHPO4s e 0,20 g/L de K2HPO4ajustado o pH 7,4 com Na(OH)
e mantido sob refrigeracdo (4-10°C). Apos o preparo da solugdo PBS, foram cortadas
amostras dos arcaboucos nanofibrosos de tamanho (2 x 2) cm?, secas na estufa a 40
°C por 3 h e em seguida pesadas (Mi). Apds esse processo as amostras resultantes
foram colocadas em frascos de vidros vedados contendo 10 ml de solu¢céo PBS, pH
7,4, incubada em um Banho Ultratermostatizado, por periodos especificos (até 4
semanas) a (37 £ 1) °C. Durante todo tempo de ensaio, a solu¢cdo tampéo PBS nao

foi substituida. No final de cada periodo (semana), para 0 ensaio de intumescimento
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(inchago), o arcabouco foi removido e passado em papel absorventes para retirar o
excesso de solucao PBS e, posteriormente pesadas para obter a massa umida (Mu).
Entéo, taxa de intumescimento de massa dos arcaboucos foi calculada pela Equagao
(2). Ja para dados da degradacéo, estes foram deixados no dessecador por 48 horas
para secagem e em seguida pesado para obter a massa seca apos a degradacéao
(Md). Através da Equacdo 3 foi calculada a degradacdo. Os resultados foram

apresentados como média + desvio padrao (n = 3).

Intumescimento (%) = % x 100 Eq. 2
- (Mi—-Md)
Degradagio (%) = — X100 Eqg. 3

Onde:

Mi — massa inicial antes do ensaio;

Mu — massa encharcada por PBS;

Md — massa seca degradada apés periodos especificos.

4.3.7 Cultura de células in vitro

Para o ensaio biolégico foram utilizados trés linhagem de células. Para os
ensaios de adesdo e \viabilidade celular, realizado no Laboratério de
Nanorradiofarmacia e Sintese de Novos Radiofarmacos (UERJ), foi utilizada linhagem
de células celular de fibroblasto gengival humano (FGH) obtida do Cell Bank of Rio de
Janeiro, Brasil (0190). O meio de cultura da FGH, foram rotineiramente mantidas em
meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) / F12 suplementado com 10% de
FBS (Soro Fetal Bovino), NaHCOs (3,7 g/L), HEPES (5,2 g/L), penicilina (0,5 U/mL) e
estreptomicina (0,5 mg/mL), respectivamente. As células foram incubadas a 37 °C em
uma atmosfera umidificada de 5% de CO2. As células foram cultivadas até a
confluéncia em frascos de cultura de 75 cm? e foram destacadas por breve tratamento
com tripsina (0,1%) / ethylenediamine tetraacetic acid - EDTA (0,01%).

Também foi realizado mais duas linhagens de células para avaliar a viabilidade

celular. Neste ensaio, realizado no Laboratorio de Biotecnologia e Farmacéutica
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(UFPE), foram utilizadas células J774.A1 (macrofagos) e MDA-MB-231
(adenocarcinoma humano da glandula mamaria). O meio de cultura das células
J774.A1 foram cultivadas em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino (10%)
e penicilina-estreptomicina (1%) a 37 °C e 5% de CO2. Enquanto que, a cultura MDA-
MB-231 foi mantida em meio de cultura L-15 de Leibovitz e F-12 (propor¢cao de 50%
de cada meio) com L-glutamina 2 mM, sem bicarbonato de sodio e 10% de FBS com
auséncia de COa2. As células foram contabilizadas em camara de Newbauer para o

teste de viabilidade celular.

4.3.8 Andlise da morfologia celular

Para a andlise da morfologia celular iniciou-se com as nanofibras esterilizadas,
nos quais foram lavados trés vezes com solugéo salina tamponada com fosfato (PBS)
e transferidos para placas de cultura de 24 pocos individuais. A célula fibroblasto
gengival humano (FGH) com confluéncia de 1,5x10% foram semeados nas membranas
por 24h a 37 °C em atmosfera umidificada a 5% de CO2. Apés 48h de cultura, as
construgdes celulares foram colhidas, lavadas duas vezes com PBS para remover
células ndo aderentes e subsequentemente fixadas com glutaraldeido a 3,0% a 4 °C
por 4h. Em seguida, as amostras foram desidratadas com uma série de solucdes
graduadas de etanol. As amostras foram secas (ao ar) e assentadas em tiras de
carbono e analisadas na poténcia de 5 KeV, a fim de manter a integridade das
estruturas, uma vez que nao foi realizada metalizagdo. As imagens MEV foram

processadas em um microscoépio Hitachi 3000 TM.

4.3.9 Viabilidade celular nas nanofibras e biocompdsito HAL

A viabilidade celular foi realizada por trés tipos de células, fibroblasto gengival
humano (FGH), J774.A1 (macréfagos) e MDA-MB-231 (adenocarcinoma humano da
glandula mamaria) como como mencionado nas Secdes 4.3.8 e 4.3.9. Esta analise foi
avaliada pela técnica MTT, através da atividade mitocondrial das células viaveis pelo
método de reducdo do brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difeniltetrazélio (MTT)
em Formazan. Cada concentracdo foi testada em trés (J774 Al e MDS) e quatro

(FGH) pocos e os dados foram apresentados como Média + Desvio padréo.
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4.3.9.1 Viabilidade celular com linhagem de células FGH

Para as células fibroblastos (FGH), foram analisadas amostras pulverizadas
dos biocompdsito HAL e HAH testados nas concentragdes 25, 50 e 100 pg/mL. Além
destas também foram estudados os arcaboucos fibrosos FH1 (10% PVA) e FH2 (12%
PVA) incorporados com 0.1 e 0.5% de HAL, e arcabouco 10% PVA + 0.1HAH. As
células foram inoculadas em placas de 96 pocos por 24 h: FGH a 5x102 células/poco.
Em seguida, as amostras foram adicionadas e submetidas a incubacao por 24 h. Ap6s
0 periodo de tratamento, as células foram incubadas com 1mg/ml MTT (3-
(4,5dimetiltiazol-2-yl)-2,5difenil tetrazolio brometo) por 2 horas em atmosfera Umida a
37°C com 5% CO2. ApoOs a incubacgdo, o sobrenadante foi removido e 0s pogos
incubados com 100pl de isopropanol absoluto para a lise das células e a solubilizacédo
dos cristais de MTT. As amostras em p6 (HAH e HAL) foram analisadas em trés
concentracdes, 25, 50, 100 ug/mL. A absorbancia dos extratos das amostras testadas
foi lida a 595nm no espectrofotdmetro (Multiskan Spectrum/Thermo Scientific). A
guantificacdo das células viaveis foi feita com base em uma curva padréo obtida com
as células FGH, denominada de controle, e que receberam o mesmo tratamento com

MTT como descrito acima.

4.3.9.2 Viabilidade celular com linhagem de células J774 e MDA

Células J774 (1x10° células/mL) e MDA (1x10* células/mL) foram inoculadas
em placas de 96 pocos. Apds 24h de incubacdo, as amostras foram adicionadas
durante 24 horas, nas concentracdes indicadas de 12.5, 25, 50, 100 e 200 pg/mL.
Ambas foram solubilizadas em solucao salina (PBS). Apés o periodo de tratamento,
20 pL de solucdo de MTT (4mg/mL) foi adicionado em cada pocgo, e as placas foram
incubadas durante 2h30’. Apds a incubagdo, o sobrenadante foi removido e
adicionados 100 uL de DMSO (Dimetilsulfoxido). A leitura da absorbancia foi realizada
em Leitor de Microplaca (BioteK EIx808) 630 nm. A citotoxicidade foi expressa em
viabilidade celular, dada pela Equacéao 4:

Viabilidade celular (%) = Ass da populacéo celular tratada x 100 / Aps da

populagao celular ndo tratada (controle). (Eq.4)



61

5 RESULTADO E DISCUSSAO

Como descrito anteriormente, com a intencdo de sintetizar somente uma Unica
fase de fosfato de calcio, no caso, hidroxiapatita (HAp) e tornar o tamanho dos cristais

nanomeétricos foram escolhidas trés rotas de sintese.

5.1 Caracterizacdo dos fosfatos de calcio sintetizados por via itmida (HP) e
hidrotermal (HAH)

O processo de formacao dos pos fosfato de célcio € resultante da mistura dos
reagentes e controle do pH, no qual obteve-se uma pasta de coloracao branca para a

sintese HP (Figura 15).

Figura 15 — Imagens das (a) soluc¢des precursoras e (b) pasta de precipitados

Pasta de précipitado

Fonte: A autora (2020).

Ja para o processo de sintese da hidroxiapatita por via hidrotermal (HAH),

precisou de reator e mais tempo de sintese, esquematizado na Figura 16.
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Figura 16 — Esquema da sintese HAH (a) pelo método hidrotermal (b) precipitado seco
a 60°C

(b)

200°C - 5h

Fonte: A autora (2020).

Foi possivel observar na rota por via hidrotermal uma maior aglomeracéo das

particulas provavelmente ao menor tamanho de particulas dos precipitados.

5.1.1 Difragéo de raio-X

A intencao desde trabalho é sintetizar pds de hidroxiapatita, por isso achamos
melhor nédo realizar a calcinagdo em maiores temperatura (<1000°C) a amostra HAH
para ndo transformar em outra fase de fosfato de célcio. Entéo, a Figura 17 mostra os
difratogramas dos pOs bioceramicos trabalhados nesta pesquisa, tanto os pos
sintetizados por via hidrotermal (HAH), quanto os obtidos por precipitacdo via iumida
(HP), antes e ap0s o tratamento térmico. Foi adicionado, para efeito de comparacéo,
o padréo referente a fase hidroxiapatita (ficha JCPDS 9-2216 da Joint Committee on
Powder Diffraction Standards-International Center for Diffraction).

Ao comparar com os picos do difratograma do padréo hidroxiapatita com as
amostras, observa-se que hidrotérmico (HAH), tanto recém preparado, quanto o po
calcinado a 900°C, apresentam apenas uma Unica fase cristalina que corresponde
integralmente a fase hidroxiapatita. Observa-se que, tanto antes quanto apds o
tratamento térmico, os difratogramas apresentaram uma alta cristalinidade, e que a
calcinacdo nao resultou em alteracéo de fase, mas produziu um pegueno aumento da

intensidade dos picos.
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Ja a andlise do padrédo de difragdo da amostra HP mostrou que o material
recém preparado apresentou picos menos definidos. A andlise comparativa com
padrdes da literatura para fosfatos de calcio, demonstrou que 0s picos ndo coincidem
com a fase hidroxiapatita. Esta amostra apresentou mistura bifasica de uma fase
monetita (CaHPO4) (20 = 31,48; 32,16 e 26,48°) e apatita ndo-estequiométrica (Caio—x
(HPOg4)x (PO4)s-x (OH)2-x). Apds o tratamento térmico a 1050°C, foi observada uma
maior definicdo do padréo de difracao e rearranjo na estrutural cristalina para as fases
B-TCP (Cas3(POa4)2 e hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2. Para o B-TCP identificando-se
as reflexdes dos planos (0 2 10) (26 = 31,0°), (22 0) (26 =34,3°) e (21 4) (26 =
27,75°) (JCPDS # 09-0169) (FUH et al., 2017; TAS et al., 1997). Este resultado
também foi confirmado pelo refinamento Rietveld, como mostra os resultados dos
parametros de rede, volume da célula unitaria apresentados na Tabela 7. Isto pode
ter ocorrido devido a falta de controle de parametros, tais como: reacdo do pH,
estequiometria, temperatura e até mesmo o nivel de pureza dos reagentes
(DESCAMPS; HORNEZ; LERICHE, 2007; DESTAINVILLE et al., 2003).

Na verdade, a influéncia da estequiometria dos fosfatos de calcio nas
caracteristicas dos pés, sinterizacdo e propriedades dos materiais ainda sdo mal

compreendidas.
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Figura 17 — Padréo de difracdo de raio-X das amostras: HAH (a) sintese hidrotermal
e (b) calcinada a 900°C; HP (c) sintese por precipitacdo quimica via Umida e (d)
calcinado a 1050°C; (e) padréo de difracdo da HAp # JCPDS 9-2216 e (f) padrao de
difracéo do B-TCP
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Fonte: A autora (2020).
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Tabela 7 — Parametros de rede, volume da célula unitaria e parametros estatisticos

de qualidade do refinamento de Rietveld para os cristais de B-TCP e HAp dos pos HP
sintetizados a 1050 °C

Parametros de rede Volume Parametros estatisticos

asb &) c(A) A T R (%) Ry %)

Cas(POa4)2 10,4625 37,4603 3551,2

Fases

1,14 16,20 12,35
Caio(POa)s(OH)2  9,4950 6,8746 536,74

(1CSD 17082)2 10,4127 37,2993 3502,34 - - -

(ICSD 26204) 9,424 6,879 529,09 - - -

Fonte: 2 LIU, S. et al., 2020; P SUDARSANAN; YOUNG, 1969.

5.1.2 Espectroscopia vibracional (FTIR / Raman)

A Tabela 8 apresenta o conjunto de frequéncias vibracionais reportadas na
literatura tanto para espectroscopia de absorcdo vibracional quanto para

espectroscopia de espalhamento Raman das fases hidroxiapatita e -TCP.
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Tabela 8 — Assinalamento vibracionais do IV e Raman para a fase HAp e 3-TCP.

Hidroxiapatita B-TCP
Modo IV (cm?) Raman (cm?) IV (cm?1)¢ Raman (cm¥)
vibracional a b d

v3(PO4*) 1090 1075 1080 1089
vz (PO4*) 1062 1053 1020 1047
v3 (PO4%) 1030 1028 1115 1016
v1(PO4*) 962 962 972 971
vi (PO4*) 470 948 945 949
va (PO4*) 601 608 603 612
va (PO4) 571 593 590 549
va (PO4*) 565 580
v2 (PO4*) - 447 - 442
v2 (PO4*) - 432 - 407
vs (OH) 3573 3573+

vL (OH) 631 655*

Fonte: (® BLAKESLEE; CONDRATE, 1971; ® SILVA; SOMBRA, 2004; ¢ MOREIRA;
SADER; SOARES, 2014; Y ARBEZ; LIBOUBAN, 2017).

A Figura 18 mostra os espectros vibracionais obtidos por FTIR dos pos HAH e
HP. Apds analise comparativa dos dados da Tabela 7 com os perfis espectrais das
amostras, foi observado que todas apresentaram 0s sinais caracteristicos de grupos
fosfatos. As amostras HP e HP 1050 °C nao apresentam as frequéncias vibracionais
vOH, caracteristicas da fase hidroxiapatita, enquanto que estes sinais foram
identificados nas amostras HAH e HAH 900 °C (AISSA; AGOUGUI; DEBBABI, 2011;
ESLAMI et al., 2010). A maior quantidade de picos observados no espectro da amostra
HP 1050 °C (vPO4 = 1118; 1080; 1022; 972 e 946 cm™') coincide com o perfil espectral
mais intenso, caracteristico do fosfato tricalcico, fase B-TCP (JILLAVENKATESA;
CONDRATE, 1998) (CHEN, J. et al., 2011).
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Figura 18 — FTIR-KBr (a) da amostra obtida por sintese hidrotermal (HAH), (b)
calcinado (HAH 900 °C), FTIR-ATR (c) da amostra sintetizada via umida (HP) e (d)
calcinado (HP 1050 °C)
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Fonte: A autora (2020).

Informacdes vibracionais complementares as obtidas por FTIR sdo mostradas
na Figura 19 com a espectroscopia Raman. As amostras HP 1050 °C apresentaram
espectros caracteristicos e nitidos de hidroxiapatita onde os modos vibracionais
fundamentais do grupo PO4*, v1, v2, vs, va, sd0 observados (CUSCO et al., 1998).
Além disso, as mesmas apresentaram sinal intenso em torno de 962 cm, modo
vibracional do PO4%, presente em todas as amostras, correspondente ao estiramento
simétrico (v1) das ligacdes P-O. Os sinais em 400-490 cm, 570-625 cm™ sdo
atribuidos aos estiramentos de flexdo simétrico (v2) e assimétrico (v4) do modo
vibracional O-P-O, respectivamente. Enquanto o sinal observado em 1020-1095 cm™
refere-se ao estiramento assimétrico do modo vibracional P-O (v3) (CUSCO et al.,
1998; O'SHEA; BARTLETT; YOUNG, 1974).

Na mesma, Figura 19, o espectro Raman da amostra HP 1050 °C apresenta

bandas com caracteristicas vibracionais dos grupos tetraédricos PO4% da molécula B-
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TCP (fosfato tricalcio, Cas(P0O4%)2). E nitida & similaridade do espectro Raman obtido
para a amostra HP 1050 °C com a do espectro reportado por Arbez e Libouban (2017),
apresentado na Figura 20. Isto mostra que houve mudanca da estrutura do fosfato de
calcio da amostra HP para B-TCP Cas(POa4)2 ap0s a calcinacdo (MOSTAFA, 2005). O
alongamento simétrico das ligacbes P-O do tetraedro corresponde aos picos com
maior intensidade em torno de 949 e 970 cm™. O alongamento assimétrico que tem
menor intensidade esta localizado na faixa de 1016 a 1089 cm. Os outros modos
vibracionais, 407 e 548 cm, correspondem as deformacdes de flexdo do O-P-O,
simétrica e assimétrica, respectivamente (ARBEZ; LIBOUBAN, 2017,
JILLAVENKATESA; CONDRATE, 1998).

Figura 19 — Espectros Raman das amostras sintetizadas por via Umida e hidrotermal,
(a) precipitado hidrotermal (HAH) (b) calcinado (HAH 900°C), (c) precipitado por via
umida (HP) e (d) calcinado (HP 1050°C)
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Fonte: A autora (2020).
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Figura 20 — Espectro Raman do b-TCP do trabalho de Arbez e Libouban 2017, com

assinalamento das bandas caracteristicos dos fosfatos (V 14)
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Fonte: Adaptado de (ARBEZ; LIBOUBAN, 2017).

5.1.3 Andlise termogravimétrica (TGA)

A Figura 21, mostra as curvas termogravimétricas dos materiais ceramicos
trabalhados nesta pesquisa. A andlise destas curvas mostra que as amostras HP e
HAH sofrem perda de massa total em torno de 10% e 17%, respectivamente, entre 25
e 420 °C, sugerindo que ambos os componentes volateis se refere a 4gua adsorvida
e absorvida ou de constituicdo estrutural, que € volatilizada até esta temperatura.
Sugere-se que diferenca dos conteudos volateis seja devida a nano e microestrutura

diferenciada das particulas nos graos das ceramicas.
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Figura 21 — Curvas de TGA das amostras obtidas por sintese hidrotermal (HAH) e

precipitacdo via umida (HP)
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Fonte: A autora (2020).

5.1.4 Curvas de adsorcéo e dessorcao de N2

As Figuras 22 (a) e (b) mostram as respectivas isotermas de
adsorcao/dessorcdo de N2 das amostras sintetizadas por via imida (HP) e hidrotermal
(HAH). Ambos perfis apresentam isoterma do tipo IV, caracteristicas de materiais
mesoporosos (2 < d < 50 nm) e histerese do tipo H3 com poros em formato de cunha,
cones e placas paralelas, conforme a classificacédo da International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC). Apesar da amostra HAH ser sintetizada por via
hidrotermal possuir menor tamanho de particulas, esta mostrou um menor valor da
area superficial especifica da amostra 45,2 m2.g, comparada com 62,6 m?.g* da
amostra HP. Isto pode ser explicado pelo maior numero de particulas aglomeradas
durante a andlise. Apesar das duas amostras possuirem caracteristicas de
mesoporoso, a amostra HAH apresentou o fenémeno de histerese mais acentuado, o
gue indica possuir poros menores. ISso mostra que, neste caso, ocorre uma maior

diferenca entre os processos de condensacao e evaporacao do que quando o material
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apresenta poros de tamanhos maiores (TEIXEIRA; COUTINHO; GOMES, 2001). Este
resultado favorece a um maior controle para liberagdo de farmacos.

Neste caso, as duas amostras apresentaram porosidade e areas superficiais
especificas ideais, uma caracteristica que pode proporcionar troca idnica e interacao
com proteinas e células (JANUARIYASA; ANA; YUSUF, 2020). A eficacia da
osseointegracdo e degradacdo de um material em meio biolégico depende das

caracteristicas da area superficial das particulas.
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Figura 22 — Isotermas de adsorcéo e dessor¢do dos precipitados (a) via umida HP e
(b) via hidrotermal HAH
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5.1.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As Figura 23 apresentam a morfologia do p6é dos precipitados sintetizados por
via umida-HP (a) e hidrotermal-HAH (b) observada através de MEV. Na imagem da
Figura 23 (a) foi observado vérias particulas aglomeradas, sendo assim, foi impossivel
visualizar o tamanho e forma geométrica das particulas por ImageJ e MEV,
respectivamente. Enquanto a imagem da Figura 23 (b), mesmo observando
aglomeracao de particulas, foi possivel visualizar particulas com formato de placas
finas e tamanhos entre 80 e 170 nm de comprimento e espessuras, respectivamente,
definiveis com auxilio do programa ImageJ. Pela literatura, este
tamanho de particulas da HAH torna possivel sua dispersdo homogénea dentro da

matriz polimérica e sua eletrofiagdo.

Figura 23 — Micrografias dos precipitados (a) HP e (b) HAH

Fonte: A autora (2020).

5.2 Caracterizacdo do biocompdésito hidroxiapatita / alginato (HAL)

A Figura 24 mostra o esquema da sintese in situ da hidroxiapatita no gel de
alginato (HAL). Primeiramente foi possivel observar com a adicdo da solugéo

contendo ions de Ca?" no gel de alginato se transformar em um hidrogel mais
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estruturado denominado pela literatura de “caixa de ovo”, ja mencionado
anteriormente na Secao 3.3.3. Depois, com a adicdo da solucdo contendo ions de
PO4* foi observado uma mudanca na coloracgéo translicida para esbranquicada, um

indicativo da cristalizacao dos fosfatos de calcio.

Figura 24 — Esquema da sintese in situ da hidroxiapatita no gel de alginato (HAL)
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Fonte: A autora (2020).

5.2.1 Difracéo de raio-X

O padréao de difracdo do biocompdsito HAL, Figura 25, recém preparado e
seco, apresentou picos alargados, indicando baixa cristalinidade (provavelmente pela
presenca do polimero alginato), porém o padréo dos picos da hidroxiapatita pode ser
correlacionado ao perfil observado da amostra. Sugere-se que isto se deve a
nucleacéo in situ que induz a formacao de cristais nanométricos da fase hidroxiapatita.
De fato, ao se estimar o tamanho dos cristais nesta fase através da Equacéo (1)
obtém-se valores ~17 nm. Apoés a calcinacdo do biocompésito (1050°C), o tamanho
médio de cristal foi 56 nm, calculado pela Eq. Scherrer (Eq.1). Pelo perfil de difracéo,
apos a calcinacao, é observado alta cristalinidade (picos finos, sem alargamento da
linha de base) e a fase predominante é hidroxiapatita. Para temperatura acima de 700
°C o alginato, como mostra a analise termogravimétrica (Figura 29), ja se decompde
totalmente sendo liberado como material volatil (ex. CO2 e H20), restando apenas

material inorganico.
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Figura 25 — Difratograma do (a) precipitado do biocompdsito HAL e (b) calcinado a
1050°C
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Fonte: A autora (2020).

5.2.2 Caracterizacao vibracional (FTIR-ATR / Raman)

A Figura 26 mostra os espectros de reflectancia vibracional do biocompdsito
HAL antes e apds sua calcinacdo. As bandas 1090 e 962 cm™ estdo presentes na
amostra e observa-se uma excelente concordancia com os dados da Tabela 8
caracterizando as frequéncias dos grupos fosfato. Observam-se também os modos
vibracionais (COO") em 1614 e 1416 cm™ dos grupos carboxilatos presentes na
estrutura molecular do alginato (Figura 4), bem como a banda larga do OH™ também
presente em sua estrutura (vOH ~3350 cm™?). A Figura 26 apresenta o padrdo
caracteristico do polimero alginato de sédio utilizado neste estudo, demonstrando as

bandas caracteristicas observadas também no espectro do biocomposito HAL.
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Figura 26 — Espectro de reflectancia vibracional do (a) alginato de sddio, (b)

precipitado do biocompdésito HAL e (c) HAL calcinado a 1050 °C
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Fonte: A autora (2020).

Apés a calcinacdo, observa-se que as bandas relacionadas aos grupos
funcionais do alginato desaparecem, como previsto, restando apenas as bandas dos
grupos fosfato e o grupo OH" da hidroxiapatita. Entdo ja se sabe que, para fabricacao
de arcaboucos prensados e sinterizados, o uso do alginato € util apenas para o
controle do tamanho dos cristais durante a sintese in situ da hidroxiapatita.

A analise vibracional Raman, Figura 27, demonstra a presenca dos grupos
fosfatos nas posicoes espectrais descritas na Tabela 8 para a fase hidroxiapatita, do
biocompodsito e calcinados a 1050 °C. A amostra HAL, recém preparada e seca
apresentou espalhamento caracteristico do polimero alginato que levanta a linha de
base e reduz todos os picos presentes, dificultando a definicAo espectral. Tal
dificuldade j& foi relatada anteriormente (PEREIRA, 2018), mas mesmo assim, pode-
se reconhecer a presenca de banda de espalhamento Raman na regido de fosfato do

modo vibracional v1 (964 cm™).
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Figura 27 — Espectro Raman das amostras (a) HAL e (b) calcinado a 1050 °C
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Fonte: A autora (2020).

5.2.3 Andlise termogravimétrica (TGA)

Observa-se através da analise do perfil de perda de massa apresentado na
Figura 28, que o biocompdésito HAL possui uma massa inorganica equivalente a 80%
referente a fase hidroxiapatita. As perdas de massa ~8% e ~12% referem-se ao
contelido de 4gua adsorvida e ao material organico, respectivamente.

A curva termogravimétrica referente a perda de massa do Alginato de sédio
mostrou trés eventos distintos. As maiores perdas de massa ocorreram entre 150-270
°C (de 30%) e 550-650 °C (de 13,7%), as quais indicam decomposi¢do da cadeia
polimérica do alginato (PARHI; RAMANAN; RAY, 2006).
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Figura 28 — Curva da analise termogravimétrica (TGA) do biocompdsito HAL

(vermelho) e alginato, ALG (preto)
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Fonte: A autora (2020).

5.2.4 Isotermas de adsor¢do e dessorcao e area superficial especifica

A Figura 29 mostra a isoterma de adsorcao/dessorcdo de N2 do biocompdésito
HAL. Observa-se, novamente, o mesmo comportamento determinado para o pé
ceramico obtido via hidrotermal (Figura 22 (b)). O biocompdsito ceramico HAL
apresentou caracteristicas de pds mesoporosos e histerese do tipo H3 (IUPAC). A
area superficial estimada pela aproximagéo BET ficou em Sget = 108 m?gL. Este valor
mostrou-se elevado comparado com os poés sintetizados por via umida (HP = 64,6
m2g1) e hidrotermal (HAH = 45,2 m?g?!), Secdo 5.1.4. Isto sugere que o gel de alginato
retardou o crescimento dos cristais da HAp, devido a retencéo dos ions de Ca?* em
sua cadeia, mantendo-os em escala hanométrica, bem como, a propria presenca do
material polimérico na superficie dos nanocristais pode elevar a area superficial do

material.
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Figura 29 — Isotermas de adsorcéo e dessorcao da HAL
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Fonte: A autora (2020).

A Tabela 9 apresenta alguns exemplos de areas superficiais reportadas na

literatura, para alguns pos de HAp e biocompdsitos (HAp/polimeros).

Tabela 9 — Dados de areas superficiais de materiais mesoporos encontrados na

literatura.
Material Sger (M?g) Referéncias
HAp+Alginato (0.5% Alg) 12,8 GUESMI et al., 2018
HAp+Alginato (1.6% Alg) 69,3 WANG et al., 2015
Microesfera de HAp 54,5 LAl et al., 2016
HAp+PVA 90,0 MOLLAZADEH; JAVADPOUR,;

KHAVANDI, 2007

Fonte: A autora (2021).
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Comparando-se o0s valores, sugere-se que todos pdés sintetizados nesta
pesquisa, podem ser utilizados como veiculos de adsorcdo de espécies quimicas
ativas (p.ex. corantes, nanoparticulas metalicas e farmacos), em especial, o
biocompésito HAL, que obteve uma alta area superficial especifica (108 m?g?),
confirmado também pelo menor tamanho de cristal (17nm) entre os pos sintetizados.

5.2.5 MEV e analise elementar por EDS

A morfologia das particulas do biocompdsito da hidroxiapatita mineralizadas in
situ no alginato observada por MEV demonstrou aglomerados densos, compostos de
precipitados de HAp incorporados na matriz polimérica (Figura 30 (a)). A presenca da
matriz polimérica é confirmada pela caracteristica da superficie uniforme, lisa e ndo
porosa na imagem da Figura 30 (b). Portanto através desta andlise foi possivel
observar particulas de HAp incorporadas no alginato.

Na Figura 30 (c) mostra uma imagem da regido de escala micrométrica do
biocompdsito utilizada para detectar os elementos quimicos presentes na amostra. Os
resultados do espectro EDS dos biocompositos HAL, Figura 30 (d), apresentaram,
como esperado, picos referentes ao Ca, P, O e C, elementos constituintes do
biocompdsito hidroxiapatita/alginato (HAL). O espectro também mostrou picos de
baixa intensidade de sédio (Na) que deve estar relacionado ao residuo de alginato de
sédio ainda presente. Esses resultados sugerem a homogeneidade do biocompdsito

HAL, constituido de estrutura nanométrica, com alta rugosidade.
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Figura 30 — Micrografias e analise elementar do biocompdsito HAL. Escalas de (a) 1
um e (b) 500 nm; (c) imagem correspondente a regidao micrométrica para EDS; (d)

analise elementar obtido por EDS
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Fonte: A autora (2020).
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5.2.6 MET e andlise elementar por EDS do HAL

A Figura 31 mostra as imagens de MET do biocompoésito HAL. Numa primeira
andlise observa-se a presenca de material cristalizado através das manchas brancas
evidenciadas nas imagens de campo escuro na Figura 31 (b.1 e b.2). A analise das
imagens de campo claro demonstra que a morfologia do biocompdsito sintetizado
apresenta particulas de hidroxiapatita com formato de bastdes intimamente
interligados com a matriz polimérica de alginato. O tamanho médio destas particulas
foi calculado manualmente a partir das imagens por MET, medindo-se a largura de 20
bastdes individuais do biocompdsito para obter o diametro médio de 10 nm +2 nm e
comprimento médio dos bastdes L = 34 + 7 nm. A escala de tamanho concorda com
os resultados obtidos pela analise de tamanho estimada por difratometria de raios-X.
Alguns autores citam um comportamento semelhante de formacdo in situ de
hidroxiapatita em fibras de colageno (LIU, Y. et al., 2011). No presente estudo, ndo se
observa um direcionamento ou alinhamento dos cristais, e sim, a superposicao
aleatoria deles envolvidos na matriz.

A andlise elementar dos biocompdsitos foi realizada através do detector de
espectroscopia por dispersao de energia de raios-X (EDS), acoplado ao microscopio
eletrbnico de transmissdo. A Figura 31 (c) e (d) mostram a imagem da regido
nanométrica e os elementos quimicos analisado por EDS, respectivamente. Os
resultados do espectro por EDS, Figura 31 (d), apresentaram picos de maior
intensidade, comparado com EDS da Figura 31 (d), referentes ao Ca, P e O, sugerindo
também a presenca da hidroxiapatita como constituinte do biocompdésito HAL. O
espectro também mostrou os picos de baixa intensidade de Si, que podem ser
atribuidos a contaminacao durante a analise. No espectro nédo foi identificado picos de
C, elemento constituinte do alginato (ALG), devido a regido da andlise (coloragéo
branca) referente somente a parte inorganica (HAp) do biocompdésito. Neste resultado,
foi possivel notar picos intensos de Ca, P e O que sdo 0s principais elementos que

compdem a fase inorganica da hidroxiapatita (HAp).
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Figura 31 — Micrografias e analise elementar por EDS do biocompdsito HAL. (a1) e
(a2) representam imagens de campo claro; (b1) e (b2) imagens correspondentes de

campo escuro; (c) imagem correspondente a regido nanométrica para EDS; (d)
andlise elementar obtido por EDS
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Fonte: A autora (2020).
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5.3 Caracterizagédo das pastilhas compactadas HP e HAL

5.3.1 Microscopia eletronica de varredura

O p6 das amostras HP e HAL foram compactados na forma de pastilhas, como
descrito na Secéo 4.2.

A Figura 32 mostra a imagem obtida por microscopia eletrénica de varredura
das pastilhas sinterizadas a 1050 °C da HP (a1 e a2) e HAL (b:1 e b2) em duas escalas
de tamanho: 10 um e 1 um. Nestas imagens foi possivel verificar o tamanho e
geometria dos poros, uma vez que matrizes porosas permitem uma melhor
vascularizacdo e, consequentemente, o crescimento 0sseo (osteocondutividade),
garantindo, uma maior resisténcia do conjunto implante-0sso. Por isso, € importante
relacionar e controlar o tamanho dos poros com a resisténcia mecanica, para
possiveis aplicacdes biomédicas que exijam elevada resisténcia (ALBAYRAK et al.,
2016).

Comparando-se as caracteristicas morfologicas, observa-se que a pastilha HP,
Fig. 32 (a1), apresenta superficie com menor tamanho de gréos e maior quantidade
de poros, comparada a amostra densificada a partir do biocompdésito HAL (Fig. 32
(b1)). Na Fig. 32 (b1 e b2), é possivel observar na amostra HAL que a maioria dos poros
séo intragranulares se interconectando com outros ao redor do contorno de gréo.

Em geral, os poros possuem morfologia cilindrica na amostra HP, Fig. 32 (a1 e
az). Ja na amostra HAL observa-se mais poros em forma de fendas irregulares e
também, presenca de microtrincas (circulo vermelho). A presenca de fendas pode
estar relacionada a pir6lise do alginato (ALG) durante a sinterizacao da pastilha a 1050
‘C (ZHOU et al., 2015).
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Figura 32 — Micrografia eletrénica de varredura dos pOs ceramicos compactados
sinterizados a 1050°C. Amostra HP (a1) 10 um (mag. 45 Kx) e (a2) 1 um (mag. 15 KXx);
amostra HAL (bz1) 10 um (mag. 45 Kx), e (b2) 1 um (mag. 15 Kx)

Fonte: A autora (2020).

5.3.2 Bioatividade

A bioatividade é a formacédo de camadas de apatitas na superficie de biovidros
e ceramicas bioativas dependente do tempo apds a implantacdo no tecido 0sseo,

como mostra a ilustracéo na Figura 33.
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Figura 33 — Esquema do ensaio da bioatividade da pastilha compactada na solugéo
SBF
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Fonte: A autora (2020).

O resultado do teste de bioatividade in vitro € mostrado na Figura 34 (a) e (b)
das pastilhas compactadas dos pés precipitados via umida (HP) e biocompdsito
HAp/Alginato (HAL), respectivamente, ap6s um periodo de 7 dias no SBF.
Comparando com as micrografias apresentadas na Fig. 33 verifica-se que alguns
espacgos na superficie foram preenchidos com precipitados formados ap0s imerséo
por 7 dias no SBF. Observa-se também nas micrografias, Fig. 34 (a) e (b), que as
pastilhas exibiram cristais de apatita com morfologia colunar hexagonal, camada
responsavel por facilitar a adesao celular para eventuais ligacfes entre a interface e

tecido 6sseo.

Figura 34 — MEV das pastilhas compactadas e sinterizadas a 1150 °C dos pos
sintetizados (a) por precipitacao via umida HP e (b) biocompdsito HAL ap6s 7 dias em

imersao no SBF

Fonte: A autora (2021).
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5.4 Caracterizacdo dos arcaboucos eletrofiados

Os arcaboucos foram eletrofiados a partir de solucbes de PVA puros e
PVA+po6s fosfato de célcio e biocompésito. Na Figura 35 € possivel observar a
mudanca da coloracdo da solucdo do 10% PVA puro (Fig. 35 (a)) para mistura com
0.1% HAL (Fig. 35 (b)), indicando uma boa dispersdo dos p6s do biocompdsito na
solucéo de 10%PVA.

Figura 35 — Solugdes com (a) 10% de PVA puro e (b) 10%PVA+0.1%HAL

10%PVA+0.1%HAL

Fonte: A autora (2020).

Para as fibras de PVA com hidroxiapatita precipitada por via umida (HP) n&o foi
possivel a eletrofiagdo homogénea devido, provavelmente, a uma maior agregacao
das particulas. Isto é observado na sedimentacdo dos precipitados na solugéo (Figura
36).

Figura 36 — Seringa com solugao de 10% PVA com 0.1% de HP

Fonte: A autora (2020).
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5.4.1 Microscopia eletrénica de varredura das fibras eletrofiadas

Na imagem da morfologia das fibras ja se observa que estas séo distribuidas
em uma grande area e que as camadas das fibras sdo empilhadas umas sobre as
outras para formar o arcabouco. Diversos experimentos foram realizados previamente
para encontrar o melhor conjunto de parametros para a preparacdo dos arcaboucos
aplicando o processo de eletrofiacdo de fibra. Conforme descrito na secdo de
metodologia, utilizamos duas concentracdes de PVA: 10 e 12% (m/v) para testar a
melhor viscosidade que resultasse em fibras com maior homogeneidade final. Nessas
solucdes, incorporamos biocompdsito HAL em trés concentracdes (0.1, 0.25 e 0.5%
m/v). Também incorporamos apenas pés HAH (0,1% m/v) em uma solucédo de PVA a
10% para comparar a morfologia da fibra com as fibras de PVA puro e as fibras
compostas de HAL.

5.4.1.1 Arcaboucos de PVA puros e PVA / HAH

A Figura 37 apresenta as imagens de microscopia eletronica de varredura de
fiboras de PVA puras e o composto de fibra 0.1% HAH. A curva de distribuicdo do
diametro da fibra foi estimada usando o software ImageJ, medindo aproximadamente
~ 100 fibras aleatorias por imagem. O diametro médio das fibras eletrofiadas de PVA
de 10 (FP-10) e 12% (FP-12) sao 91 (Fig.37(d)) e 100 nm (Fig.37(e)),
respectivamente, e os dados da literatura relacionam isso como uma tendéncia
esperada devido a menor viscosidade da solucdo menos concentrada e a tensao
superficial mais alta da gota formada durante o processo de eletrofiacdo (FONG;
CHUN; RENEKER, 1999). Essa pequena diferenca também pode ser explicada pelo
aumento da vazao de 0,6 mL / h (FP-10) e 0,8 mL / h (FP-12), o que dificulta a
evaporacao do solvente durante o tempo de voo da fibra (FONG; CHUN; RENEKER,
1999; ZHANG, C. et al., 2005).

A morfologia das fibras (a 10% de PVA) apoés incorporacéo de 0.1% de HAH é
mostrada na Fig.37 (c) a qual apresentou maior nimero de fibras com distribui¢céo de
tamanho de diametro mais homogéneo, com diametro médio de (97 = 38) nm (Fig. 37
(f). Esta homogeneidade na distribuicdo de tamanho de didmetros pode ser atribuido

a um aumento na condutividade das solu¢cdes que levam a maior densidade de carga
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do jato ejetado (CAY; MIRAFTAB; PERRIN AKCAKOCA KUMBASAR, 2014)
diminuindo respingos e micangas.

Figura 37 — Micrografias e distribuicdo de didmetro de membranas de nanofibras (a,
d) FP-10, (b, €) FP-12 e (c,f) 10% PVA + 0.1HAH, magnetizacéo 21,8 kX
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Fonte: A autora (2020).

5.4.1.2 Arcabouco do PVA com biocompdsito HAL (PVA/HAL)

Imagens de microscopia eletronica de varredura e da respectiva andlise
estatistica de distribuicdo do diametro médio das nanofibras com concentracao de 0.1,
0.25 e 0.5% de biocompdsito HAL de 10% PVA (a-c) e (d-f); e 12% de PVA (g-i) e (j-
l) sdo apresentadas na Figura 38. Entre as fibras com 10% PVA, a fibra FH1-0.5 (Fig.
38 (c)) revelou uma superficie mais rugosa e pequena presenca de particulas
aglomeradas (HAL). Também, na FH1-0.5 (Fig. 38 (c)) foi possivel visualizar pontos
de juncdo das fibras e solucdo néo fiados (circulo vermelho) no arcabouco. Este
fendbmeno ocorre devido a evaporacao incompleta do solvente antes que o jato atinja
o coletor (HENRIQUES et al., 2009; ZHANG, C. et al., 2005). J& a fibra com mesma
concentracdo de biocomposito HAL (0.5% m/v), porém, contendo 12% de PVA (Fig.

38 (i)), apresentou tamanho menores de particulas aglomeradas na membrana. Entre
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as fibras de 10 e 12% PVA a FH2-0.1 (Fig. 38 (g)) mostrou excelente uniformidade
morfologica no comprimento e sem aglomeracédo de HAL na superficie da fibra.

O diametro médio das fibras diminui com aumento do biocomposito HAL para
as duas solucdes de 10 e 12% PVA. A incorporacao, na solucao de 10% PVA, de 0.1
para 0.5% (m/v) HAL, leva a uma diminuigdo do didametro médio de (112 + 36) nm para
(107 £ 32) nm (Fig. 38 (d) e (f)), respectivamente. JA na solucdo de 12% PVA, a
reducdo do diametro médio foi mais acentuada, Fig. 38 (j) e (I), de (170 + 42) nm para
(97 = 38) nm respectivamente. Ni e colls. (2019) trabalharam com mesmos materiais
(HAp/Alg/PVA), porém, com metodologias diferentes, obtiveram nanofibras com
didmetro médio maior que 270 nm, talvez pelo maior tamanho de particulas da HAp
(>144 nm) (23). A reducdo do didametro da fibra pode ser atribuida ao tamanho
nanométrico do HAp (~10 nm), e também a pequena quantidade de alginato no
biocomposito (HAL) que pode ter reduzido o efeito gelificante do alginato em baixa
concentracdo e alta tensao superficial que tem influéncia no processo de eletrofiacédo
(FANG et al., 2011). E preciso reduzir o tamanho do diametro das nanofibras, pois, 0
empilhamento das fibras em excesso pode causar reducdo do tamanho de poros,
podendo prejudicar a infiltracéo celular no arcabouco (SATTARY et al., 2019).

Pode-se concluir que as melhores condigbes dos parametros para formar
nanofibras com auséncia de imperfeicdo é do arcabouco que contém 12%PVA,
especificamente a amostra FH2-0.1 (Fig. 38 (c)). Apesar de possuir maior diametro
médio entre as fibras eletrofiadas, (170 + 42) nm , esta apresentou um tamanho menor
comparado com muitos trabalhos na literatura (ISLAM, MD. SHAHIDUL ; KARIM, 2010;
SONG et al., 2012; TANG et al., 2019). Portanto, conseguimos criar uma membrana
de fibra altamente emaranhada com uma alta area de superficial e uma grande
estrutura com poros interconectados acarretando em melhor adesao celular.

Um ponto positivo da sintese da HAp in situ no alginato (HAL) incorporados na
fibra de PVA foram a auséncia de granulos (beads), respingo causado pelo PVA, nos
arcaboucos. Isto sugere que a adicdo do biocomposito (HAL) ajustou a viscosidade
da solucéao, comparadas com as fibras de PVA puras (Fig. 37 (a) (b)) e somente PVA
e HAH (Fig.37 (c)). Segundo Fong e colaboradores (1999), granulos e fibras com
granulos sdo menos propensos de serem formados em solugdes mais viscosas
(FONG; CHUN; RENEKER, 1999).
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Figura 38 — Micrografias e distribuicdo de didametro de membranas de nanofibras: (a -
c) PVA a 10%: (a, d) FH1-0.1, (b, e) FH1-0.25 e (c, f) FH1-0.5; (g - i) 12% PVA: (g, j)
FH2-0.1, (h, k) FH2-0.25 e (i, I) FH2-0.5, magnificacdo 35 Kx
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5.4.1.3 Bioatividade da nanofibra PVA puro, PVA/HAH e PVA/HAL

O frasco utilizado para o ensaio da bioatividade das amostras eletrofiadas que

contém o biocompdésito nos arcaboucos fibrosos € mostrada na Figura 39.

Figura 39 — Representacdo do frasco utilizado no ensaio de bioatividade da fibra na

—

solucédo SBF

K* - Ca2+

Fonte: A autora (2020).

As Figuras 40 (a) e (b) mostram a morfologia das amostras obtidas por MEV e
Figuras 40 (c) e (d) mostram o EDS dos arcaboucos 12% PVA puro (FP-12) e 10%
PVA + 0.1HAH, respectivamente, apds 7 dias de imersdo em solucdo SBF. A Figura
40 (a) mostrou que houve pouca mineralizacao sobre a superficie das fibras de PVA
puro (12%PVA). A adicdo de apatitas de fosfatos de céalcio em fibras pode intensificar
o efeito da mineralizacdo, pois, o processo de formacdo de apatita depende
principalmente de ions negativos, OH™ e PO4%", presente na superficie das apatitas
que atrai os ions Ca?* presentes no SBF (CHAVAN et al., 2010). Além disso, as
apatitas podem estimular a nucleac¢éo na superficie devido a dissolugéo e/ou liberacao
dos ions de Ca?* e POs*aumentando a concentracdo local dos ions (FENG et al.,
2019; SHEIKH et al.,, 2010) e neutralizar, através da liberacdo de substancias
alcalinas, os subprodutos da degradacao acida dos biopolimeros e estabilizar o valor
de pH dos ambientes circundantes (FENG et al., 2019). Uma maior quantidades de

cristais de apatitas aglomeradas e densas, pode ser observado nas fibras que contém
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HAH, Fig. 40 (b), comparada com as fibras de PVA puro (Fig. 40 (a)). Mesmo assim,
€ possivel observar nos dois arcaboucos regides sem revestimento de cristais de
apatita, sendo este efeito mais intenso no arcabouco da Figura 40 (a).

Apesar da presenca de cristais de apatita (Fig. 40 (a)), apenas C e O foram
observados no EDS (Fig. (c)). Enquanto o EDS da Figura 40 (d), referente ao
arcabouco 10% PVA + 0.1HAH (Figura 40 (b)), mostrou apenas 0s elementos

representativos da apatita Ca, P e O, com razdo molar Ca/P = 2,1.

Figura 40 — (a e b) MEV e (c e d) EDS dos arcaboucos nanofibrosos: PVA a 12%: (a.1)
5 um (Mag. 28.3 kx) e (a.2) 2 um (Mag. 40 kx); 10% PVA + 0.1HAH (b.1) 5 um (Mag.
30.1 kx) e (b.2) 2 um (Mag. 60 kx)

I Espectro de Soma de Mapas

Fonte: A autora (2021).

A Figuras 41 (a) e (b) mostram a morfologia das amostras e as Figuras 41 (c)
e (d) mostram os espectros por EDS dos arcabougos de PVA com biocompadsito HAL
das amostras FH1-0.1 e FH2-0.1, respectivamente. Conforme mostrado na Figura 41
(a) e (b), os dois arcaboucos estimularam a formacdo de uma estrutura porosa e de
elevada cristalinidade de apatita em suas superficies. Resultado interessante, pois,

manter a porosidade durante a mineralizacdo € essencial para acelerar 0s processos
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biol6gicos acentuando os fatores de crescimento e migracdo celular como
mencionado anteriormente na revisao da literatura (SATTARY et al., 2018; VASITA,
KATTI, 2006). Entretanto, nas mesmas condi¢des, o arcabouc¢o que contém somente
HAH (Fig. 40 (b)) foi incapaz de induzir a formacéo de apatita porosa. A alta
cristalinidade da apatita, Figura 41 (a) e (b), pode ser atribuido a liberacdo dos ions
de Ca?*da HAp e/ou retido na cadeia molecular do alginato (egg-box). A troca i6nica
de céations bivalentes (Ca?*) por monovalentes (K*, Na*) no alginato, podem acontecer
em fluido extracelular (SRINIVASAN et al., 2012). Este aumento na dissolucao do ions
de Ca? na solugcdo SBF aumenta a concentracdo local de ions promovendo a
nucleacao da apatita na superficie dos arcaboucos (FENG et al., 2020).

A morfologia da apatita depositada nos dois arcaboucos, Fig. 41 (a) e (b),
mostraram-se como folhas agregadas na superficie, ja identificada na literatura
(CHAVAN et al., 2010; CHEN, C. et al., 2011). Os picos de Ca, P e O no espectro EDS
(Figura 41 (c) e (d)) tem intensidades relativa que indicam que a amostra pertence ao
grupo das apatitas a base de fosfato de calcio.

Na Fig. 41 (c) e possivel verificar também, tracos de outros elementos (Mg e
Na) atribuidos a precursores quimicos utilizados na solu¢cdo SBF, enquanto o C é
oriundo da matriz do PVA. A Fig. 41 (c) e (d) também revelou que as razdes Ca /P
da apatita depositada nos arcaboucos foram 1,93 e 1,75, respectivamente. O
resultado do arcabouco FH2-0.1 (Fig. 41 (d)) torna-se mais atraente, ja que a apatita
no osso tem Ca /P ~1,67. Além disso, 0 mapeamento de EDS (Figura 41 (e)) mostrou
gue os elementos Ca, P, O se apresentam uniformemente distribuidos no arcabouco
da FH2-0.1.

Estes resultados confirmam a boa capacidade do biocompdsito HAL
incorporados nos arcabouc¢os nanofibrosos de PVA para conceder propriedades

bioativas.
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Figura 41 — (a e b) Micrografias e (c e d) EDS dos arcabougos nanofibrosos: FH1-0.1:
(a.1) 5 um (Mag. 25.7 kx) e (a.2) 2 um (Mag. 56.2 kx); FH2-0.1 (b.1) 5 um (Mag. 30
kx) e (b.2) 2 um (Mag. 60 kx); (e) Mapeamento elementar por imagem
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Fonte: A autora (2021).
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5.4.2 Propriedade mecanica dos arcaboucos

Como mencionado na revisdo da literatura, os arcaboucos servem como
estruturas tridimensionais para guiar a migracgéo, proliferacéo e diferenciagéo celular.
Além disso, para substituir a matriz extracelular (MEC) é necessario atender critérios
especificos, tais como: porosidade elevada, biocompatibilidade, biodegradabilidade e
possuir comportamento mecanico semelhante do tecido no local implantado (HENKEL
et al., 2013). A rigidez e resisténcia do arcabouco devem suportar os processos de
semeadura celular in vitro, pois, as células estao sujeitas as mudancas de forma, os
guais podem exercer forcas de tracdo, e também das forcas de contracdo das feridas
durante a cicatrizacdo (HUTMACHER et al., 2007).

O efeito das amostras HAL e HAH na propriedade mecanica dos arcaboucos
fibrosos de PVA submetidos a eletrofiagdo foram estudados através da curva tenséo
versus deformacgao, como mostrado na Figura 42 e na Tabela 10. Neste resultado
observou aumento na resisténcia a tracdo da membrana fibrosa nas concentracdes
de PVA de 10 para 12%. Porém, € observado que a resisténcia a tracdo aumentou
nas amostras com menor quantidade de HAL (0.1%), tanto para 10%, 9,0 + 2,0 MPa
(azul) (Figura 42 (a)) quanto para 12%, 15,2 + 2,5 MPa (vermelho) (Figura 42 (b)) de
PVA. Isto pode ser explicado por uma melhor distribuicdo do biocompdsito HAL
incorporado na fibra. Na Fig. 42 (a) a menor resisténcia a tracao, 5,9 + 1,5 MPa (preto),
foi do arcabouco que contém somente HAH (10%PVA+0.1HAH). Na Tabela 9,
também é possivel observar que este arcabougo possui menor médulo de elasticidade
(42,7 £ 0,46 MPa) e alongamento de ruptura (17,9 = 3,6%) comparados aos demais
arcaboucos que contém HAL (E> 49,8 £ 0,12 MPa e alongamento de ruptura>35%),
por isso mostrou um comportamento mais fragil durante o ensaio, provavelmente pela
dureza das particulas de hidroxiapatita. Por sua vez, a melhora da resisténcia a tracao
dos arcabougos com biocompésito HAL pode ser atribuido a for¢a de interagéo interna
dos grupos —~COO- do alginato com Ca?* da HAp, fazendo com que particulas de HAp
se envolvam no alginato. Isto faz com que evite possiveis fraturas nas interfaces entre
particulas da HAp e a matriz polimérica (PVA) em baixas tensdes (YANG, D. et al.,
2008). E evidente que a sintese in situ da HAp no alginato (HAL) aumentou
consideravelmente a resisténcia a tragdo dos arcaboucos fibrosos comparadas com
outros polimeros eletrofiados com HAp (ASRAN; HENNING; MICHLER, 2010;
ENAYATI et al., 2018; LOPRESTI et al., 2020) e até utilizando mesmos materiais,
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porém obtidos com metodologia diferente (NI et al., 2019). Também pode ser sugerido
gue o aumento da propriedade mecanica (tensdo) do arcabouco desta pesquisa deve-
se a obtencao de pos (HAL e HAH) e fibras em escala nanométrica (PAI; BOYCE;
RUTLEDGE, 2011).

Entdo, com base nos resultados das propriedades mecéanicas todos os
arcaboucos das nanofibras dos pés HAL e HAH foram capazes de atingir resisténcia
a tracdo aceitavel para serem aplicados como um substituto do osso trabecular, que
exige suporte de carga no intervalo de 2-20 MPa (BOCCACCINI; BLAKER, 2005;
GOLDSTEIN, 1987; KUHN et al., 1989).

Figura 42 — Curvas de tensdo-deformacéo dos arcaboucos eletrofiados (a) 10% PVA
+ 0.1HAH, FP-10, FH1-0,1, FH1-0,25 e FH1-0,5; e (b) FP-12, FH2-0.1, FH2-0,25 e
FH2-0,5
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Fonte: A autora (2021).
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Tabela 10 — Tensé&o de ruptura (6), médulos de elasticidade (E) e alongamento na

ruptura dos arcaboucos eletrofiados.

Amostras 6 +tDP (MPa) E +DP (MPa) Alongamento de ruptura
DP (%)
FP-10 6,40 + 2,6 42,40 £ 0,59 41,20+ 4,9
FP-12 7,36 £ 1,4 53,39 £ 0,50 34,50 £ 4,0
FH1-0.1 9,40+1,8 57,29 £ 0,46 31,89+7,0
FH1-0.25 8,80+1,0 49,80 £ 0,12 37,25+7,4
FH1-0.5 7,0+ 0,70 58,13 £ 0,25 35,07 £5,8
FH2-0.1 15,20+ 1,6 66,50 + 1,06 68,60 + 4,3
FH2-0.25 13,20+ 1,4 57,66 £ 0,32 44,29+ 7,6
FH2-0.5 10,50+ 0,6 71,66 +0,29 36,26 £ 2,8
10%PVA+0.1HAH 59815 42,71 + 0,46 17,91 £ 3,6

Fonte: A autora (2021).

5.4.3 Ensaio de Intumescimento

O resultado do intumescimento € mostrado na Figura 43. Este ensaio consiste
em avaliar o percentual de expansao por um fluido, neste caso o PBS, nos arcabougos
nanofibrosos. Todos os materiais que compde as fibras, PVA, HAp e Alginato sao de
natureza hidrofilica possuindo uma grande quantidade de grupos —OH que formam
ligacdes de hidrogénio com H20. Entédo, segundo Kumar (2014) o comportamento de
intumescimento em arcabougos fibrosos se deve, principalmente, a presenca de
grupos de hidroxila livres, as regides amorfas e ao grau de porosidade (KUMAR et al.,
2014). A capacidade de absorver fluidos beneficia a cura de feridas (FADEEVA et al.,
2015), e a degradacéo hidrolitica influencia a biodegradabilidade e a forca dos
arcaboucos para apoiar a proliferacéo celular (SATPATHY et al., 2019).

A Figura 43 revelou que a maioria dos arcabouc¢os obteve um nivel de inchago
mais elevado por PBS na 4 semana (28 dias). Por outro lado, no arcabouc¢o contendo
apenas PVA/HAH (10% PVA+0.1HAH), a taxa de inchaco foi menor na maioria dos

intervalos especificos em comparacdo com amostras contendo HAL (HAp+alginato).
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Este resultado mostra que a auséncia de alginato reduz significativamente a sua
capacidade de intumescimento.

O arcabouco contendo a menor proporcéo de composto HAL, FH1-0.1, mostrou
a maior taxa de expansdo em todos os periodos estabelecidos. A amostra FH2-0.1,
gue contém a mesma quantidade de biocompésito HAL em FH1-0.1, mostrou a mais
baixa taxa de expansado. Este resultado pode estar associado a presenca de pontos
de coalescéncia da solucao polimérica formada durante a pulverizacdo da solucdo
(Fig. 38 (c)) na membrana de FH1-0.5 durante o processo de eletrofiacdo, o que
poderia evitar a absor¢do de liquidos. Todos os arcaboucgos contendo compositos HAL
apresentam uma capacidade de inchamento semelhante com pequenas variacdes de
intensidade. Comparando este resultado com diferentes trabalhos na literatura
(Tabela 11) pode-se concluir que todos os arcaboucos possuem capacidade de
absorver moderadamente fluidos, o que pode beneficiar a proliferagdo celular em

diferentes mecanismos bioquimicos.
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Figura 43 — Comportamento de intumescimento dos arcaboucos de PVA puro,
PVA/HAH e PVA / HAL em solucéo de PBS a 37 °C por 1, 2, 3 e 4 semanas
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Fonte: A autora (2021).
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Tabela 11 —Taxa de intumescimento de diferentes produtos encontrados na literatura

Biocompdsito Técnica de Produto Tempol/intu Ref.
processamento m. (%)
PVA/Alginato/  Hidrogel/liofiliza- Arcabouco 24h — (GOLAFSHAN
Laponite do 274.61+6.5% et al., 2017).
PVA/Alginato/  Hidrogel/liofiliza- Microesfera - (BAHADORAN;
PCL/proteinas do 90% SHAMLOO;
(bFGF e BSA) PVA/10% 3h—~250% NOKOORANI,
Alg. 2020).
PVA/Alg./HAp/ Secagem Filme 7 dias - (PRAKASH et
Amoxicilina ~80% al., 2019).
PVA/Alg/mel Eletrofiacdo Arcabouco 24h - ~300% (TANG et al.,
2019).
PVA/Alg/Nitrof  Hidrogel/liofiliza- Arcabouco 30 min - (KIM,J.O.etal.,
u-razona do ~175% 2008).
PHBH/PVA Eletrofiacao Arcabouco 24h - ~320% (REBIA et al,
2018).

Fonte: A autora (2020).

5.4.4 Ensaio de degradacao

A estimativa da dissolucdo das nanofibras de PVA/HAL foi feita pelo
monitoramento da taxa de degradacédo durante periodos especificos da semana (28
dias), (Figura 44), e para comparacdao, foram também realizados testes com PVA puro
(FP-10 e FP-12) e PVA/HAH (10%PVA+0.1HAH) nanofibras.

Existem diferentes estudos que determinam a taxa de degradacdo dos
arcaboucos de HAp combinados com diversos polimeros e aplicando diferentes
metodologias de producao (LIN et al., 2019; MELNIK et al., 2019; SONG et al., 2012;
ZHANG, H. et al., 2015), e comparando com o material deste trabalho, apresentaram
uma maior capacidade de degradacdo em meios aquosos. Os perfis da taxa de
degradacédo para todas as nanofibras mostraram um comportamento semelhante,
mais acentuado, apds a 32 semana de imersao. No entanto, os resultados foram mais

significativos nas nanofibras contendo biocompoésito HAL (FH1 e FH2) em
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comparacao com as outras fibras (10%PVA + 0.1HAH). Também se esperam taxas
de degradacédo mais baixas para fibras contendo didmetros médios de maior tamanho
(FH2-0.1), como mostrado na Fig.38 (j).

A degradacao das nanofibras com alginato na composicao, (i.e. 10%PVA +
0.1HAH e FH1-0.1) exibiu aproximadamente o dobro da taxa de degradacdo na
maioria das semanas. Isto mostra que a auséncia de alginato em nanofibras
(10%PVA+0.1HAH) resulta numa taxa de degradacdo mais lenta e, portanto, limitando
0 crescimento 0sseo no implante apos a cicatrizacdo da fratura 6ssea. A assimilacao
mais rdpida dos nanocristais inorganicos permite uma maior taxa de mineralizacéo,
visando a reconstrucdo do macro-canal 6sseo que pode levar de 3-6 meses (PISKIN
et al., 2009; ZHANG, H. et al., 2015).

Este aumento da degradacéo, pode ser atribuido ao mecanismo in situ da HAp
no gel de alginato levando a uma reducéo na concentracéo do ions Ca?* retido na
cadeia molecular do alginato (modelo egg-box), portanto, reduzindo o efeito da
reticulacdo (REN; SUN; WANG, 2018) e/ou provavelmente a alta interacao da troca
ibnica do Ca?' com outros ions da solugdo PBS, mencionado anteriormente
(SRINIVASAN et al., 2012; ZHANG, X. et al., 2017).
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Figura 44 — Comportamento de degradagao in vitro de arcabougco de PVA puro,
PVA/HAH e PVA / HAL em solucéo de PBS a 37 °C por 1, 2, 3 e 4 semanas
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Fonte: A autora (2021).

5.4.5 Ensaio de adeséao celular

Em aplicacbes como substitutos 0sseos sintéticos, € desejavel aplicar um
material que seja biocompativel e osteoindutor. O tamanho e a distribuicdo dos poros
estdo altamente relacionados a esses processos. Um estudo relatado por Stachewicz
e cols. (2017) analisaram padrdes 2D e 3D microscopicos de fibras poliméricas
eletrofiadas e a relacédo de sua morfologia geral e a capacidade de crescimento celular
(STACHEWICZ et al., 2019). Os autores sugeriram que o crescimento celular nos

arcaboucos eletrofiados ndo é apenas influenciado pelo tamanho dos poros, mas
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também por suas formas. A integracdo profunda das células com nanofibras €&
influenciada pela interconex&o dos poros, ou seja, pela sua arquitetura. E importante
verificar a forma e o tamanho dos poros na superficie dos arcaboucos, especialmente
qguando as células sdo semeadas na superficie. Ao analisar a distribuicdo dos poros
dos arcaboucos na Fig. 38, observamos que 0s poros resultantes apresentam uma
grande interconectividade das fibras. Analisamos a capacidade de adeséao celular para
ambos os arcaboucos nanofibrosos compostos por 10 ou 12% de PVA contendo uma
guantidade liquida de 10 mg / mL de HAL cada. A morfologia das células de fibroblasto
gengival humano (FGH) aderidas a rede fibrosa foi examinada por MEV apés o teste
de adeséo celular de 24h. Observamos na Fig. 45 (a) e (b) que as células ndo apenas
aderiram aos arcaboucos nanofibrosos, mas também proliferaram ao longo deles,

inferindo que podem ser usados para fins biolédgicos.

Figura 45 — Micrografias de células de FGH colhidas e aderidas a estruturas fibrosas
feitas de (a) FH1-0.1 e (b) FH2-0.1, respectivamente. Mag. 2 Kx

Fonte: A autora (2021).

5.4.6 Ensaio de viabilidade celular

Para ser aprovado no teste de citotoxicidade in vitro, um produto ndo pode
ocasionar a morte das células nem afetar as suas fungdes celulares. Efeito citotoxico
pode comprometer a viabilidade celular, isto €, as atividades metabdlicas das células.
Sabendo a importancia desde ensaio para futuros testes in vivo, buscou-se reforgar o

ensaio de viabilidade celular com células de fibroblasto gengival humano (FGH),
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macréfagos (J774A1) e tumoral (MDA), para que possam ter aplicagdes clinicas,

especialmente na area da engenharia de tecido 6sseo.

5.4.6.1 Viabilidade celular com linhagem celular FGH

A Figura 46 mostram a viabilidade celular, em comparacao com o teste controle
(100% viavel) dos (a) pos sintetizados por via hidrotermal (HAH) e biocompdsito de
HAp/Alginato (HAL); e (b) arcabougos nanofibrosos. Na Figura 46 (a), houve aumento
da viabilidade celular na amostra HAH de 104% para 113% nas concentracdes de 25
e 100 pg/mL, respectivamente. Por outro lado, a amostra HAL exibiu um efeito
contrario, ou seja, houve reducdo na viabilidade celular de 106% para 87% nas
mesmas concentracées mencionada acima. Ja a Fig. 46 (b), mostra que os valores
da viabilidade celular dos arcaboucos testado estéo entre 87 a 100%. Entre estas, em
destaque as amostras FH2-0.1 e 10%PVA+0.1HAH apresentando 100% e 97% das

células viaveis, respectivamente.
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Figura 46 — Viabilidade celular em comparacdo com o teste controle da célula FGH

dos po6s (a) HAH e HAL e (b) arcaboucos fibrosos
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5.4.6.2 Viabilidade com linhagem celular J774A1 e MDA

A Figura 47 mostra os resultados de viabilidade celular do biocomposito
hidroxiapatita / alginato (HAL) e arcabougo formado com 12% PVA + 0.1 HAL (FH2-
0.1) com linhagem celular (a) J774A1 e (b) MDA. A Fig. 47 (a) mostra que o
biocompdsito HAL em baixas concentragdes, 12,5 e 25 pg/mL, demonstraram maiores
e idénticas porcentagens de células viaveis, 97% e 97%, respectivamente. Este
comportamento com maiores taxas de células viaveis em baixa concentragcdo (25
pug/mL) foi observado na amostra testada com célula FGH (Fig.46 (a)). Na mesma
linhagem de células (J774 Al) o arcabouco FH2-0.1 apresentou na maioria das
concentracdes (12,5 a 100 pg/mL) valores préximos e maiores de viabilidade celular
(107 a 100%), comparada ao teste controle (100% células viaveis), exceto na
concentragdo 200 pg/mL (88%).

Ja para a linhagem da célula MDA (Fig.47 (b)) as duas amostras obtiveram
niveis de células viaveis entre 80 — 100%. Somente a amostra FH2-0.1 apresentou
nas concentracdoes 12,5 e 25 pug/mL uma viabilidade um pouco acima de 100%
comparada com o teste controle. Apesar da amostra FH2-0.1 mostrar maior
porcentagem de células viaveis para as duas linhagens de células, todas as
concentracfes, das duas amostras (HAL e FH2-0.1), apresentaram resultados néo
citotoxico, isto €, acima de 70%, de acordo com a norma ISO 10993-5. Sendo assim,
todas as amostras, tanto p6s quanto arcaboucos fibrosos, apresentaram resultados

da citotoxicidade satisfatorio para futuros teste in vivo.
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Figura 47 — Viabilidade celular do biocompédsito HAL e arcabouco FH2-0.1 da
linhagem celular (a) J774 Al e (b) MDA
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi otimizadas fibras com matriz de 10 e 12% de PVA tanto puras
guanto misturadas com pos de apatita a base de fosfato de calcio, neste caso, a
hidroxiapatita sintetizada por via hidrotermal (HAH) e HAp in situ no gel de alginato
(HAL). Estas fibras foram processadas pela técnica da eletrofiagdo e caracterizadas
para aplicacdo como substituto do tecido 0sseo. Através da analise dos resultados
das caracterizacdes morfoldgicas, quimica, fisicas e bioldgicas dos pos de fosfato de
célcio, biocompadsito e das fibras permitiu-se chegar as seguintes conclusdes:

o As metodologias aplicadas na sintese do precipitado hidrotermal (HAH), via
umida (HP) e biocompésito (HAL) formaram somente fases de hidroxiapatita
(HAp). O refinamento do difratograma de DRX do precipitado por via umida

(HP) calcinado a 1050°C, resultou em fase mineral bifasica 3-TCP e HAp;

o A morfologia dos precipitados HP foi observada particulas aglomeradas,
impossivel de visualizar o tamanho e geometria; e HAH apesar de observar
particulas aglomeradas foi possivel visualizar tamanhos nanométricos, 80 e
170 nm, (largura x comprimento) e forma de placas finas, portanto, o HAL so

foi possivel a visualizagado do tamanho através do MET (d ~12 nm);

o A andlise morfolégica dos pdés compactados (HP e HAL) a 100 MPa e
sinterizados a 1050°C ndo sofreram trincas e nem empenamento.
Demonstrando um material de alta densidade, poros intragranulares (fendas)
interconectados. A uniformidade da pastilha HAL favoreceu para maiores

guantidade de apatita mineralizada na superficie;

o De acordo com a morfologia, as fibras com 10 e 12% de PVA com biocompadsito
HAL os melhores resultados em termos de distribuicdo de tamanho, auséncia
e/ou poucos beads foram para a mostra 0.1% HAL tanto de 10% quanto 12%
PVA.

o Percebeu-se que propriedades mecéanicas sdo mais pronunciadas nas fibras

em que ha uma melhor distribuic&o interna dos biocompésitos HAL (FH1-0.1 e
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FH2-0.1). Este resultado foi favoravel para suportar adesdo celular e

mineralizacao;

Concluiu-se também que todos os arcaboucos contendo HAL revelaram
capacidade de intumescimento (expansdo) e degradacéo controladas, sendo

satisfatério para a bioatividade in vitro em SBF.

Através dos ensaios biologicos constatou-se que o biocomposito HAL inserido
nos arcaboucos ndo prejudicou a adesao, proliferacdo e viabilidade celular
desde arcaboucos nanofibrosos. Todos esses resultados sugerem que o
arcabouco nanofibrosos que contém HAL podem servir como uma matriz
resistente  mecanicamente, biocompativel e bioativa apropriada para a

regeneracao do tecido 6sseo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Por se tratar de materiais condicionados ao reparo de defeitos 6sseos aplicados
na engenharia de tecido é necessario um estudo mais amplo. Assim, este trabalho
tera continuidade no estudo da biocompatibilidade como ensaios in vitro com células
presentes no tecido 6sseo, osteoblastos, e, ensaios in vivo destinado a auxiliar no
reparo de pequenos defeitos 6sseos. Além disso, o conjunto de resultados obtidos
permite incorporar ao compaosito HAL farmacos para acelerar a cicatriza¢ao de feridas.

Como perspectiva mais clinica, os testes in vivo dos materiais sdo imprescindiveis.
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