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RESUMO

A policaprolactona (PCL), utilizada como matriz biodegradavel em
combinagcao a nanohidroxiapatita (nHA), intrinsecamente bioativa, € uma alternativa
promissora para a produgdo de matrizes tridimensionais (3D) porosas, visando a
regeneracao do tecido ésseo. No entanto, rotas de processamento visando otimizar a
interacao entre esses materiais devem ser investigadas. O objetivo deste trabalho foi
desenvolver matrizes 3D de PCL/nHA estruturadas por esferas, via agregacao por
aquecimento a baixas temperaturas. Para isto, foram produzidas nHA por precipitacéo
quimica via umida, utilizando o Ca(NO3)2.4H20 e o (NH4)2HPO4 como precursores,
conduzido a 80 °C (pH>10). Estas foram caracterizadas por difracdo de Raios X
(DRX), espectroscopia na regiao no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) e microscopia eletrénica de transmissdao (MET). A superficie das nHA foi
modificada com acido estearico (AE), verificada pelos resultados de FTIR, MET e
monitoramento de estabilidade. Esferas de PCL e PCL/nHA foram produzidas pelo
método de emulsdo simples com evaporacao do solvente, o diclorometano, em 02
etapas, para obtencédo de didmetros entre 10-150 um e maiores que 800 pum. Foram
investigadas as influéncias da concentracao de PCL, da adigdo de nHA com e sem
AE, da concentracdo de alcool polivinilico e da velocidade de emulsificacdo. O
material foi caracterizado por DRX, FTIR, microscopia eletronica de varredura (MEV),
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e analise termogravimétrica (ATG), sendo
calculado também o rendimento. Matrizes 3D porosas de PCL e de PCL/nHA foram
produzidas e analisadas por microscopia 6tica (MO), MEV e ensaios in vitro de
bioatividade e de adeséao celular. nHA deficientes em calcio, em formato de haste (~47
nm x ~8 nm) e com superficie especifica de 90,1 m?/g, foram obtidas. Esferas de PCL
e PCL/nHA foram produzidas com diametros entre 2-3000 um, densas ou porosas,
contendo nHA distribuidas interna e externamente. Matrizes 3D foram obtidas a partir
da agregacao das esferas produzidas, estruturadas entre si a partir da formacao de
pescogos entre esferas adjacentes, com hierarquia de poros medindo até 1500 pum.
As matrizes apresentaram capacidade bioativa e satisfatéria adesdo e
desenvolvimento celular. Os resultados sugerem a aplicacdo vantajosa desses
dispositivos para a regeneracéao de tecidos 6sseos.

Palavras-chave: Policaprolactona. Nanohidroxiapatita. Esferas. Matriz tridimensional.

Regeneracao déssea.



ABSTRACT

Polycaprolactone (PCL) have been largely used as a biodegradable matrix.
This polymer in a combination with bioactive calcium deficient nanohydroxyapatite
(CD-nHA) represent promising materials to be applied for bone tissue engineering.
Nevertheless, processing routes to optimize the interaction between these materials
should be investigated. Thus, the aim of this work was to develop PCL/nHA sphere-
based scaffolds structured by sinterization at low temperatures. For this, nHA were
produced by wet chemical precipitation method, using the precursors Ca(NO3)2.4H20
and (NH4)2HPO4, conducted at 80 °C (pH>10). The powder was characterized by X-
ray diffraction (XRD), fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and transmission
electron microscopy (TEM). nHA surface was modified with stearic acid (SA), verified
with FTIR and TEM analysis and stability control in dichloromethane (DCM). PCL and
PCL/nHA spheres were produced by oil-in-water and solid-in-oil-in-water emulsion
solvent evaporation method. This production occurred in 02 steps, to obtain diameters
ranging 10-150 um and higher than 800 um. The follow parameters were investigated:
PCL concentration, nHA content with and without AE, polyvinyl alcohol concentration
(stabilizing agent) and emulsification stirring. The material was characterized by DRX,
FTIR, scanning electron microscopy (SEM), differential scanning calorimetry (DSC)
and thermogravimetric analysis (ATG), and the percent yield was calculated. PCL and
PCL/nHA porous scaffolds were produced and characterized by SEM, optical
microscopy (MO), and in vitro bioactivity and cell adhesion assays. Calcium deficient
nHA, shaped as rods (~47 nm x ~8 nm), with a specific surface of 90,1 m2/g was
obtained. PCL and PCL/nHA spheres were produced with diameters ranging 2-3000
um, dense or porous, containing nHA effectively distributed internally and at the
surface. Scaffolds were successfully obtained by sintering the spheres at low
temperatures. It was observed connections shaped as necks in adjacent spheres, and
a hierarchical porous architecture with pores measuring up to 1500 pm. It was
demonstrated satisfactory bioactivities capacity, cellular adhesion, and cellular
development. Our results suggested the advantageous applicability of these scaffolds

to bone tissue regeneration.

Keywords: Polycaprolactone. Nanohydroxyapatite. Spheres. Scaffold. Bone

regeneration.
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1 INTRODUCAO

A Engenharia de Tecidos consiste em uma area de investigacado emergente
voltada para o auxilio de individuos cujos tecidos do corpo apresentem consequéncias
traumaticas de doencas ou lesdes, reparando e/ou regenerando suas respectivas
partes e fungdes (MORENO et al.,, 2016; RAGHAVENDRA; VARAPRASAD;
JAYARAMUDU, 2015). Nesse campo de pesquisa, células, matrizes tridimensionais,
produzidas a partir de um biomaterial, e ambiente propicio ao desenvolvimento celular,
sao os trés elementos essenciais (BLACK et al., 2015; YAO et al. , 2015; O'BRIEN,
2011; WILLIAMS, 2008). As matrizes 3D, por se tratarem de dispositivos destinados
a favorecer a adesao, crescimento e proliferacado celular, até a formacao do novo
tecido, apresentam como requisitos basicos biocompatibilidade, biodegradabilidade e
propriedades  superficiais  apropriadas (RAGHAVENDRA; VARAPRASAD;
JAYARAMUDU, 2015; BERNER et al., 2014; YANG et al., 2014; DASH;
KONKIMALLA, 2012).

Os progressos em tecnologias convencionais ou avancgadas, utilizadas para a
fabricacdo de matrizes 3D, possibilitam a construcao de suportes porosos com
arquitetura complexa e boa reprodutibilidade (YAO et al.,, 2015; XU et al., 2014;
WOODRUFF; HUTMACHER, 2010b). Além disso, a combinagao entre essas técnicas
tém permitido a busca e o desenvolvimento de materiais que possam se adaptar as
especificidades do ambiente biolégico (RAGHAVENDRA; VARAPRASAD;
JAYARAMUDU, 2015; WANG et al., 2015; AMINI; LAURENCIN; NUKAVARAPU,
2012).

A poli(e-caprolactona) (PCL) é um polimero biocompativel e biodegradavel,
cujas baixas temperaturas de transigéo vitrea (T4 de -60 °C) e de fusédo (Tm que pode
variar de 45 °C a 64 °C), e boa solubilidade em solventes organicos volateis a
temperatura ambiente, determinam sua processabilidade por uma vasta gama de
tecnologias (MKHABELA; RAY, 2014; ABEDALWAFA et al., 2013). A PCL tem sido
investigada como matriz polimérica em compdsitos incluindo fases inorganicas
osteogénicas e osteoindutoras, tais como a hidroxiapatita (HA) (KOUPAEI;
KARKHANEH; DALIRI JOUPARI, 2015; REZAEI; MOHAMMADI, 2013; EOSOLY et
al., 2012). A HA é um material atrativo para as aplicagdes no dominio da regeneracao
Ossea devido as suas caracteristicas bioativas e por apresentar semelhanga com a
HA presente na fase inorganica do osso natural (BASILE et al., 2015; BLACK et al.,
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2015; VALLET-REGI, 2010). Recentes avancos na sintese de nanoparticulas de HA
e na concepcao de nanocompdsitos utilizando polimeros reabsorviveis tém ampliado
as perspectivas no campo da regeneracao 6ssea (MATESANZ et al., 2015; NITHYA;
MEENAKSHI SUNDARAM, 2015; WANG et al., 2015; MKHABELA; RAY, 2014).

Considerando a gama de técnicas empregadas para a producdo de matrizes
3D de PCL/HA, a estruturacdo por esferas vem se destacando. Sdo abordados,
principalmente, processos utilizando a sinterizacao seletiva a laser (SLS). A exemplo,
nos estudos de Eshraghi e Das (2012), Eosoly et al. (2010) e Wiria et al. (2007), os
compésitos sinterizados foram obtidos a partir de particulas de morfologia
heterogénea. No entanto, é reportado que, para esses dispositivos, além do tamanho
de poros gerado, tanto o formato do poro quanto a curvatura da superficie, influenciam
no processo de crescimento celular (ZADPOOR, 2015; BIDAN et al., 2013;
KNYCHALA et al., 2013).

Com base nesses indicios, uma abordagem mais recente para matrizes 3D
de PCL/HA (DU et al., 2015) explorou o uso de microesferas de morfologia controlavel,
sinterizadas por SLS, que também podem ser vantajosamente utilizadas como
carreadoras de moléculas bioativas. Ainda, a depender do processo utilizado, pode-
se alcancar a distribuicio homogénea da HA nanométrica na matriz polimérica
(HOSSAIN; PATEL; AHMED, 2015; WANG et al., 2013; NAGAVARMA et al., 2012).
No entanto, os equipamentos de SLS disponibilizados comercialmente demandam o
uso de grandes quantidades de material, resultando em altos custos de produgéo
(LEE, 2006). Além disso, as altas temperaturas utilizadas nesse método,
impossibilitam a incorporagdo de um grande numero de moléculas bioativas.

Nesse sentido, faz-se relevante a investigagdo de métodos alternativos para
producdo dessas matrizes. Métodos convencionais que permitam o encapsulamento
de farmacos, tais como emulsdo sélido/6leo/agua (S/O/A) com evaporagdo do
solvente, e a agregacéao de particulas por aquecimento a baixas temperaturas, podem
ser explorados. Até o momento, na literatura, ndo sdo encontradas referéncias que
tratem da producao de matrizes 3D de PCL/nHA por esses métodos, utilizando a nHA
deficiente em calcio (DC).

Com base nesse contexto, foram delineados os objetivos dessa pesquisa.
Este trabalho propdée o desenvolvimento de matrizes 3D de PCL/nHA-DC via
agregacao de particulas por aquecimento a baixas temperaturas. Para isto, sugere-se
a produgédo de esferas de PCL, contendo nanoparticulas de HA distribuidas



27

homogeneamente interna e externamente a matriz polimérica, visando potencializar a

aplicabilidade destes dispositivos para a regeneracéao de tecido ésseo.

1.1 Objetivo Geral

Desenvolver matrizes 3D de policaprolactona/nanohidroxiapatita deficiente
em calcio (PCL/nHA-DC) estruturadas por esferas utilizando a técnica de agregacao

de particulas por aguecimento a baixas temperaturas.

1.1.1 Objetivos Especificos

» Produzir nanoparticulas de hidroxiapatita deficientes em calcio por
precipitacao quimica via Umida.

» Estudar as caracteristicas fisico-quimicas e microestruturais dos materiais de
partida policaprolactona e nanohidroxiapatita.

= Desenvolver esferas de PCL e PCL/nHA e investigar as suas caracteristicas
fisico-quimicas e microestruturais.

» Produzir matrizes 3D de PCL e PCL/nHA utilizando a técnica de agregacao
de particulas por aguecimento a baixas temperaturas.

» Relacionar as propriedades fisico-quimicas e microestruturais das matrizes
obtidas, de acordo com as variaveis de processamento definidas.

= Avaliar as matrizes 3D de PCL e PCL/nHA mediante ensaios biolégicos in vitro

de bioatividade e de adesao celular.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Tecido Osseo

O esqueleto humano é constituido por tecidos vivos e dinamicos, que
apresentam capacidade de crescer, de se adaptar a varios tipos de solicitagdes
mecanicas, e de se autoreparar em caso de lesdo ou desgaste natural (BENETTI,
2014; RODRIGUES, 2012; VALLET-REGI, 2010). O tecido 6sseo consiste em um
orgao vascularizado cujas fungdes principais sao a protecao dos 6rgaos internos, o
suporte das forcas dinamicas geradas pela atividade fisiolégica, o armazenamento de
célcio e fosforo e a hematopoiese (ou producdo de células sanguineas na medula
ossea) (AMINI; LAURENCIN; NUKAVARAPU, 2012; FONTES, 2010).

Logo, 0 osso é um tecido altamente diversificado, tanto estruturalmente como
funcionalmente. Os mais de duzentos ossos do sistema esquelético humano podem
variar em sua estrutura entre longos, curtos, planos e irregulares. Além disso, podem
ter um arranjo compacto (osso cortical, com porosidade menor que 10 %) ou
trabecular (osso esponjoso, com 50-90 % de porosidade), variando em sua arquitetura
entre nano, micro e macro estruturas e, consequentemente, diferentes propriedades
mecénicas (Figura 1) (GONG et al., 2015; BENETTI, 2014; BOSE; VAHABZADEH;
BANDYOPADHYAY, 2013).

O osso é um nanocompédsto organico-inorganico natural, composto por fibras
de colageno resistentes e flexiveis, reforgadas por nanocristais de uma fase apatitica
semelhante a hidroxiapatita rica em carbonato. A sua fase organica representa
aproximadamente 1/4 a 1/3 do peso seco total do osso, enquanto a fase inorganica
constitui-se em cerca de 2/3 a 3/4 do peso seco total do osso. A matriz extracelular
O0ssea é composta, principalmente, por colageno tipo-1 e placas nanométricas de
minerais apatiticos (Figura 1) (XU et al., 2014; ZHOU; LEE, 2011; MISTRY; SHI;
MIKOS, 2006).

A reparacao e a regeneracao do 0sso podem ser caracterizadas como uma
sequéncia de atividades celulares, que pode se iniciar com uma resposta inflamatéria
aguda, que ocorre com base em sinais mecéanicos e biologicos. O sucesso dessa
remodelacdo dependera da regeneracdo das cascatas de sinalizacdo molecular
necessarias, da disponibilidade e da viabilidade das células progenitoras, de suporte

nutricional adequado e de um ambiente mecanico favoravel. O osso em crescimento
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possui duas linhagens de células: a osteoblastica, que inclui as células
osteoprogenitoras e seus derivados, os osteoblastos e ostedcitos, que iniciam e
controlam o processo de mineralizacao osteoide; e a osteoclastica, que derivam de
células monociticas, responsavel pelo remodelamento e renovagao 6ssea (BLACK et
al., 2015; GONG et al, 2015; BENETTI, 2014; BOSE; VAHABZADEH;
BANDYOPADHYAY, 2013).

OSSO0 INTEIRO ESTRUTURA MICROESTRUTURA NANOESTRUTURA
DO TECIDO

Sistema de Havers

{~ 200 pm) N
?[ m

Lamelas (~ 7 pm)

Hidroxiapatita
(~ 50 x 25 x 2 nm)

Cristais de hidroxiapatita Tripla hélice do colageno
Visdo microscopica (~ 300 x 1,5 nm)
Fibritas mineralizadas

Fibrilas de colageno (~ 50 nm)|

Peribsteo
Fibras de colageno

Osso esponjoso : (~5 pm)

Moléculas de colageno

Osso compacto |

Vasos Sanguineos |

Macro Nano

Figura 1 — Estrutura hierarquica de um osso tipico, demonstrando sua arquitetura em varias
escalas, de acordo com o modelo hierarquico mais difundido, de Weiner e Wagner (1998)
(SADAT-SHOJAI et al., 2013).

A formacdo de novo osso pode ocorrer por duas vias distintas,
intramembranosa ou endocondral. Em ambos os casos, primeiramente ocorre a
condensacao de células mesenquimais que atuam como um molde para subsequente
formacgao do tecido. A formagéo intramembranosa envolve a diferenciacdo direta das
células mesenquimais progenitoras em osteoblastos. Isto ocorre em partes do corpo
como mandibula, clavicula e alguns tecidos cranianos. No entanto, muitos dos ossos
do organismo sdo formados pela via endocondral. Esta via envolve primeiramente a
diferenciacéo de células mensenquimais progenitoras em condrdcitos, 0s quais serao
responsaveis por depositar o molde cartilaginoso que, posteriormente, sera
mineralizado e substituido por osso. Embora existam diferencas entre essas vias,
varios regulares moleculares sdo compartilhados, tais como: Indian Hedgehog (Ihh),
peptideo relacionado ao paratorménio (PTHrP), proteinas morfogenéticas ésseas
(BMPs), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e fatores de crescimento
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fibrolastico (FGFs) (BLACK et al., 2015; AMINI; LAURENCIN; NUKAVARAPU, 2012;
AOKI et al., 2012).

Porém, nem todos os danos no sistema esquelético, sejam eles provocados
por acidente, patologia ou envelhecimento, podem ser reparados pelo proprio
organismo, sendo necessaria a intervencao especializada de tratamentos ou cirurgias.
Até o ano de 2012, nos Estados Unidos, o atendimento a pacientes com casos de
reparo de defeitos sseos representou um custo superior a 2,5 bilhdes de délares. E
esperado que esse numero duplique até 2020 tanto nos EUA quanto globalmente,
tendo em vista o crescimento demografico e 0 aumento da expectativa de vida
(BLACK et al., 2015; XU et al., 2014; BOSE; VAHABZADEH; BANDYOPADHYAY,
2013; AMINI; LAURENCIN; NUKAVARAPU, 2012).

Em se tratando de cirurgias reconstrutoras do tecido ésseo, a reparacao e a
regeneracdo de grandes defeitos representam o maior desafio na atualidade.
Comumente, sao realizados procedimentos com a utilizacdo de osso autélogo ou
alégeno, e os pontos positivos e limitagdes desses métodos tém sido extensivamente
explorados. Embora as intervengbes clinicas em vigor venham atendendo,
parcialmente, as demandas da populacdo, continua-se buscando solucdes mais
vantajosas que apresentem, simultaneamente: alto potencial osteoindutor e
angiogénico, baixa morbidade do paciente, auséncia de restricbes de tamanho e
forma, livre acesso as clinicas e cirurgides, longa vida util, seguranga bioldgica e custo
razoavel. Esse complexo contexto tém direcionado os pesquisadores a investigacao
de substitutos para os enxertos 0sseos com base nas novas abordagens
apresentadas pela Engenharia de Tecidos (MORENO et al., 2016; WANG et al., 2015;
XU et al., 2014; SENEDESE, 2011).

2.2Engenharia de Tecidos

O conceito de Engenharia de Tecidos tal como conhecemos hoje, teve inicio
em meados da década de 1980, a partir das investigagdes de Dr. Joseph Vacanti e
Dr. Robert Langer, com o surgimento da ideia de projetar dispositivos tridimensionais
especificos para o crescimento celular e a formagédo de tecidos, em substituicdo as
células ou mistura de células semeadas em matrizes 3D de ocorréncia natural. Essas

apresentavam propriedades fisicas e quimicas dificeis de ser manipuladas, resultando
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em grandes variacdes dos resultados produzidos in vitro e in vivo (MORENO et al.,
2016; YANG et al., 2014; WOODRUFF; HUTMACHER, 2008).

Dessa forma, a Engenharia de Tecidos visa a criacdo ou formacgao induzida
de um tecido especifico, numa localizacdo especifica, por meio da selecédo e
manipulagdo de células, biomateriais estruturados tridimensionalmente, e estimulos
biolégicos. Os tecidos vivos construidos, por sua vez, devem exibir histoquimica,
propriedades quimicas e biomecanicas semelhantes as do tecido que se pretende
substituir (RAGHAVENDRA; VARAPRASAD; JAYARAMUDU, 2015; PUPPI et al.,
2010).

Nesse campo de pesquisa, algumas estratégias aplicaveis tém sido
desenvolvidas, tais como: (I) matrizes 3D, com ou sem células e/ou moléculas
biolégicas sinalizadoras (fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e genes), sao
aplicadas a um defeito corporal para induzir a regeneracéo in vivo; (Il) um sistema de
liberacao controlada de farmacos que permite que moléculas biolégicas auxiliem na
sinalizacao celular e na eficacia terapéutica in vivo; (lll) matrizes 3D utilizadas para a
fixacdo e proliferagao celular, combinadas com dispositivos de cultura de células (por
exemplo, um bioreator) para crescimento eficiente do tecido maturado in vitro e
posterior reimplante; (IV) insercdo de uma barreira fisica feita de um biomaterial, que
mantém as células funcionais transplantadas isoladas do ataque imunoldgico e
mantém um espaco para inducao a regeneragado (BLACK et al., 2015; YANG et al.,
2014; SENEDESE, 2011; BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005).

2.3 Matrizes Tridimensionais Porosas

Matrizes 3D podem ser definidas como sendo, essencialmente, estruturas
tridimensionais porosas com composicdo e morfologia pré-especificadas. Sao
dispositivos projetados para mimetizar e substituir temporariamente a matriz
extracelular do tecido a ser reconstruido. A matriz extracelular, e a sua forma
especializada, a membrana basal, tém a funcéo principal de atuar como substrato
fisiolégico para adesdo celular, servindo também para organizar as células
espacialmente (BLACK et al., 2015; FRANCOIS; DORCEMUS; NUKAVARAPU, 2015;
WU et al.,, 2014; VEISEH; TURLEY; BISSELL, 2008).

As matrizes 3D devem proporcionar, portanto: a adesdo, crescimento,

proliferacdo, migracdo e diferenciagdo das células, agindo como um veiculo para
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facilitar a retencao e distribuicdo, tanto das células quanto dos nutrientes, na regiao
onde o crescimento de tecido novo é desejado; e, ainda, servir como delimitadores do
espaco para que ocorra a vascularizagao, formacao e remodelagem de novo tecido.
Dessa forma, os requisitos indispensaveis a elaboracdo de matrizes 3D séo:
biocompatibilidade, biodegradabilidade (com taxa de degradac&o proporcional ao
crescimento do novo tecido), propriedades mecanicas e de superficie consistentes
com a aplicagao pretendida, e arquitetura porosa adequada (em termos de tamanho
dos poros, porosidade e interconectividade entre os poros), em conjunto com a
composicao de qualquer componente bioldgico que possa ser adicionado a matriz 3D
para melhorar a sua funcao (RANA et al., 2015; YANG et al., 2014; BURG; ORR, 2008;
KARANDE; AGRAWAL, 2008).

Matrizes 3D direcionadas a reparacao do tecido ésseo devem apresentar
ainda, propriedades osteocondutivas e osteoindutivas. De modo geral, a
osteocondutividade estd relacionada a capacidade do material de permitir o
crescimento 6sseo ao longo de sua superficie, enquanto a osteoindutividade se refere
a faculdade para induzir a osteogénese (AMINI; LAURENCIN; NUKAVARAPU, 2012;
ALBREKTSSON; JOHANSSON, 2001).

Com efeito, uma vez que alguns tecidos executam multiplos papéis funcionais,
€ pouco provavel que uma Unica matriz 3D sirva como uma base universal para a
regeneracao de varios tipos de tecido. Por isso, as consideragbes para o projeto
desses suportes, tal como a escolha do material de composigdo, sdo complexas
(WOODRUFF; HUTMACHER, 2008).

2.4Métodos de fabricacao de matrizes 3D

Nesta perspectiva, um consideravel numero de técnicas tém sido
desenvolvidas ou adaptadas para processar materiais biodegradaveis e/ou
bioreabsorviveis, sintéticos ou naturais, incluindo: evaporacao de solvente com adi¢ao
e lixiviagao de sal (solvent casting — particulate leaching), gas foaming, agregacao de
fibras ou particulas, liofilizacdo pdés congelamento, extrusdo, prensagem e outras
(FRANCOIS; DORCEMUS; NUKAVARAPU, 2015; RAGHAVENDRA; VARAPRASAD;
JAYARAMUDU, 2015; RANA et al., 2015). Estas técnicas sao descritas como
métodos convencionais e, devido a relativa facilidade de acesso e manipulacdo, sdo

comumente aplicadas. A principal limitacao dessas tecnologias € realizar um controle
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preciso sobre especificacées essenciais das matrizes, tais como tamanho, forma,
distribuicao e interconectividade dos poros (RODRIGUES, 2012; KUMAR; KRUTH,
2010).

A manufatura aditiva, também nomeada de manufatura rapida, fabricacao livre
de soélidos, entre outras denominacdes, € uma expressao que designa um conjunto de
tecnologias aditivas baseadas na construcdo, camada-a-camada, de estruturas
tridimensionais fisicas, a partir de seus respectivos modelos digitais (MARRO;
BANDUKWALA; MAK, 2016; YAO et al., 2015; WOODRUFF; HUTMACHER, 2008).
As técnicas de fabricagdo por manufatura aditiva permitem o projeto e fabricacao de
matrizes 3D com formato anatdbmico e microestrutural complexo, variando a
arquitetura interna em diversos niveis. Sao, dessa forma, bastante exploradas
atualmente nesse campo. No entanto, a maioria delas necessita de altas temperaturas
de trabalho, o que inviabiliza a incorporacao de biomoléculas.

Os diferentes tipos de técnicas englobadas pela manufatura aditiva incluem:
modelagem por extrusao (fused deposition modeling, FDM), deposicao por extrusao
(precision extrusion deposition, PED), sinterizagao seletiva a laser (selective laser
sintering, SLS), estereolitografia (stereolithography, STL), e impresséao tridimensional
(3D printing, 3DP) (CHIA; WU, 2015; YANG et al., 2014; BETTINGER; BORENSTEIN;
R. LANGER, 2008; KARANDE; AGRAWAL, 2008).

Embora a técnica de SLS nao tenha sido aplicada neste trabalho para a
fabricacdo das matrizes 3D, havendo disponibilidade do equipamento, as particulas
produzidas podem ser sinterizadas por este metodo. Por isso, uma breve abordagem

especificamente sobre este processo foi acrescentada a esta reviséo.

2.4.1 Sinterizacao Seletiva a Laser (SLS)

A Sinterizacdo Seletiva a Laser (SLS) utiliza um feixe de laser de CO:>
focalizado, para sinterizacdo de areas de um pd levemente compactado. Neste
método, uma camada fina de p6 de um material € espalhada uniformemente sobre
uma superficie plana através de um mecanismo de rolo, € o pé é entédo varrido por um
feixe de laser de alta poténcia. O material em pé que é atingido pelo feixe de laser é
fundido, ao passo que as outras areas do pd permanecem dissociadas. Depois de
concluida a camada, a plataforma de construcdo desce uma distancia igual a
espessura pré-determinada das camadas, repetindo se o processo. Sucessivas
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camadas de pd sao depositadas e varridas até que o produto seja completamente
construido, e cada camada ¢é sinterizada profundamente o suficiente para se ligar a
camada precedente. O processo ocorre em atmosfera de nitrogénio, e os principais
parametros de operacao sao: a velocidade de varredura (mm/s), a intensidade do feixe
(W), a temperatura do leito (°C) e a espessura das camadas a serem construidas
(MARRO; BANDUKWALA; MAK, 2016; GANERIWALA; ZOHDI, 2014; VAN BAEL et
al., 2013; XIA et al., 2013).

E reportado que a faixa de diametro de particulas mais adequada para este
procedimento é de 10-150 um, e que estas apresentem boa fluidez, para que possam
ser uniformemente sinterizadas. A morfologia dessas particulas deve, também,
facilitar a retirada do p6 nao sinterizado (DU et al., 2015; DUAN et al., 2010).

Devido, principalmente, a capacidade de processamento de materiais
variados, o processo de SLS é atualmente considerado uma alternativa as técnicas
de fabricacdo convencionais, utilizado para materiais ceramicos, metalicos ou
poliméricos, ou para combinagdes entre eles (MARRO; BANDUKWALA; MAK, 2016;
CHIA; WU, 2015).

2.4.2 Agregacao de particulas por aquecimento a baixas temperaturas

O desenvolvimento de matrizes 3D estruturadas por particulas tem sido
reportado como uma alternativa viavel e vantajosa por permitir: a formagcédo de
arquiteturas porosas complexas; a combinacdo de materiais de naturezas diversas,
sejam esses naturais ou sintéticos; a funcionalizagdo utilizando tratamentos
superficiais e/ou a incorporacdo de moléculas bioativas; o processamento por
métodos convencionais e/ou avangados. Nesse processo, primeiramente, sao
produzidas particulas, que podem ser tanto de formato esférico quanto irregulares
(macro ou micrométricas), densas ou porosas. Posteriormente, estas sao submetidas
a processos de ligacédo via interagdes fisicas e/ou quimicas (HOSSAIN; PATEL,;
AHMED, 2015; WANG et al., 2013; DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; KHAN; KATTI;
LAURENCIN, 2004).

A agregacdo de particulas pode ser realizada por: sinterizagdo a altas
temperaturas (EOSOLY et al.,, 2010a; ZHOU et al.,, 2010), tecnologia de gas
supercritico (BHAMIDIPATI et al., 2013), sistemas solvente/ndo solvente (BROWN;
NAIR; LAURENCIN, 2008), reticulacago (VAN TOMME et al., 2008), agentes
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aglutinantes (FIDELES, 2014) e aquecimento a baixas temperaturas ( LUCIANI et al.,
2008; BORDEN et al., 2003). A exemplo, Lu et al. (2003) produziram matrizes porosas
pelo aquecimento a baixas temperaturas de microesferas de poli(lactido-co-
glicolido)/45S5 BG (vidro bioativo), Duan et al. (2010) desenvolveram matrizes 3D via
SLS a partir de microesferas de fosfato de célcio/poli(hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) e HA carbonatada/poli(acido latico), e Zhou, Wang e Cheung (2011)
fabricaram matrizes porosas via SLS utilizando microesferas de poli(L-lactido)/HA
carbonatada, com a obtencao de microestruturas mais homogéneas.

O processo de aquecimento a baixas temperaturas, direcionado a materiais
compostos por uma matriz polimérica, tem como base a aplicacdo de temperaturas
préximas a Tm do material, possibilitando a mobilidade parcial de suas cadeias e a
fusdo e agregacado das particulas utilizadas, sem fundi-las completamente ou
degrada-las. Assim, sdo criadas pontes entre as particulas, que resultam em uma
arquitetura tridimensional porosa. As principais variaveis e fatores a serem
considerados neste processo sao: o tipo de molde utilizado (geralmente de aco
inoxidavel), a fonte de calor, a temperatura e tempo de aquecimento e a intensidade
e tempo da pressao aplicada ao molde, quando existir (CAl et al., 2013; REZWAN et
al., 2006; LU et al., 2003; BORDEN; ATTAWIA; LAURENCIN, 2002).

Analisando-se as abordagens descritas na literatura sobre esse método,
pode-se inferir que ainda permanecem lacunas no que diz respeito a precisdo da
temperatura aplicada e ao tempo de exposi¢céo ao calor. Ainda que a morfologia das
particulas possa ser controlada em processos anteriores, possibilidades de predicdo
da faixa de tamanho de poros gerada na arquitetura final das matrizes podem ser
melhor exploradas. Assim, a relativa simplicidade de execugdo e baixo custo
associados a este método, podem estar também aliados a uma boa reprodutibilidade.

2.4.3 Obtencao de esferas por emulsao com evaporacao do solvente

Conforme ja mencionado, as particulas utilizadas para a estruturacdo de
matrizes 3D podem apresentar uma morfologia esférica, densa ou porosa. Na ultima
década, maior enfoque tem sido direcionado as esferas, especialmente as
microesferas, compreendidas entre 1-1000 um, devido a sua aplicacao potencial como
carreadoras de agentes bioativos, seja quando utilizadas como produtos autbnomos

ou agregados. As principais vantagens associadas ao uso de microesferas como
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dispositivos biomeédicos séo: boa fluidez resultante da uniformidade na morfologia
(tamanho, forma), que facilitam a sua mobilidade e arranjo nos locais de tratamento in
vivo ou in vitro, ou de subsequente processamento; maior area superficial, permitindo
suficiente incorporacdo e entrega de moléculas terapéuticas; versatilidade na
producdo de formas densas, ocas, porosas ou com canais, que permitem o
encapsulamento de mais componentes. Esferas apresentando porosidade exibem
maior area superficial, melhor capacidade de adesao e proliferacao celular, melhor
adsorcéao e cinética de liberagdo de farmacos em comparacao com esferas densas
(HOSSAIN; PATEL; AHMED, 2015; CAl et al., 2013; SAHIL et al., 2011; SANGWAN;
JALWAL; SAVITA, 2011; SINHA et al., 2004).

Em se tratando de polimeros ou de compdésitos polimero/ceramica, a
preparacdo de microesferas pode ser realizada, principalmente, pelos seguintes
métodos: a polimerizagdo de mondémeros dispersos em meio aquoso ou oleoso,
utilizando técnicas de emulsdo, suspensdo ou precipitacao (CAl et al.,, 20183;
FREIBERG; ZHU, 2004); secagem por atomizacao (spray drying) associada a técnica
eletrofiacdo e/ou de liofilizagdo pdés congelamento (CHEOW et al., 2011; VASIR,;
TAMBWEKAR; GARG, 2003); gelificacao ionotrépica (FIDELES, 2014); emulsificacao
da solucao polimérica com evaporacao do solvente (TULI et al., 2012; QIU et al.,
2007).

Emulsbes séo sistemas coloidais contendo dois ou mais liquidos imisciveis.
Estas geralmente contém um ou mais agentes de ativacdo interfacial (ou agentes
estabilizantes) que tém a funcdo de diminuir a tensdo interfacial entre as fases,
facilitando assim a formagdo homogénea e estavel de goticulas. Emulsdes podem ser
classificadas em dois grupos: simples e multiplas. As emulsdes simples podem ser
divididas em dois tipos, agua em 6leo (A/O) e 6leo em agua (O/A). Emulsdes multiplas
consistem em sistemas mais complexos, nos quais as fases O/A ou A/O séo
inicialmente dispersas e, em seguida, novamente dispersas na fase inicial do sistema,
resultando em emulsionamentos O/A/O ou A/O/A (Figura 2). Neste trabalho, o
processo de emulsdo simples O/A com evaporagcdo do solvente foi escolhido pela
relativa facilidade de execucéo, ja que é almejada a produgédo de material em maiores
escalas. Esse método consiste na dissolucéo e/ou dispersdo dos materiais de partida
em solventes volateis (fase oleosa ou dispersa) que, posteriormente, sdo dispersos
em outro solvente (fase aquosa ou continua), o qual ndo é miscivel com o anterior. A

completa evaporacgao do solvente inicial conduz a formacao de particulas, geralmente
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esféricas. A fase oleosa inicial podem ser adicionadas particulas sélidas, resultando
em emulsdes sélido/6leo/agua (S/O/A) (CHEVALIER; BOLZINGER, 2013; HU et al.,
2013; KUNDU et al., 2013; BOUYER et al., 2012; PAL, 2011).

Os principais parametros de trabalho atribuidos a esse método sdo: a
concentragao da solucao polimérica (fase oleosa), o tipo de solvente orgénico, a
proporcao em volume entre as fases 6leo e agua, o tipo e concentracao do agente
estabilizante utilizado na fase aquosa, e a velocidade de emulsificagao das duas fases
(fluxo de gotejamento e agitacdo mecénica). Acrescenta-se, o controle das condicoes
de temperatura e pressao, e o conteudo de particulas sélidas adicionadas, quando
existir. Assim, é possivel controlar a morfologia do material produzido
(BOLOURTCHIAN; KARIMI; ABOOFAZELI, 2005).

( / Fase aquosa

Fase oleosa

Particulas
O precipitadas

Emulsao dleoc em agua Emulsio dgua em éleo Emulsiao dgua em Sleo em agua

Figura 2 — Esquemas de representacao da formacao de esferas pelos métodos de emulsao
com evaporagao do solvente O/A, A/O e A/O/A (Adaptado de Sadat-Shojai et al. (2013)).

2.5Policaprolactona

Os polimeros tém sido amplamente utilizados como biomateriais para a
fabricacao de dispositivos médicos, sendo que os polimeros sintéticos representam a
maioria dos biomateriais desenvolvidos. Apresentam propriedades quimicas, fisicas e
de degradacéo previsiveis e reprodutiveis, que podem ser modificadas para satisfazer
as necessidades especificas de diferentes aplicagbes, o que representa maior
flexibilidade de processamento. Entre os polimeros sintéticos mais utilizados nessa
area estdo os poli a-hidroxiacidos, policarbonatos, poliuretanos e poliésteres. O
poliéster alifatico policaprolactona é o foco de estudo desta pesquisa (MARTINS,
2011; PUPPI et al., 2010; CHUNG; BURDICK, 2008; SHI, 2006).

A Poli (e-caprolactona), consiste em um poliéster alifatico linear semi-
cristalino, pertencente a familia dos poli (w-hidroxi-ésteres). Pode ser preparado a

partir do monémero €-caprolactona, um éster ciclico, por abertura do anel utilizando,
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principalmente, catalizadores anidénicos ou catibnicos; ou por polimerizagdo por
abertura de anel via radical livre do 2-metileno-1-3-dioxepano. Sua cristalinidade é
inversamente proporcional ao valor do seu peso molecular (normalmente entre 1.000
e 100.000 g/mol) (REZAEI; MOHAMMADI, 2012; WOODRUFF; HUTMACHER,
2010b; HUTMACHER; LAM, 2008; KOLESKE, 1978).

A PCL apresenta varias propriedades intrinsecas ndao encontradas em outros
poliésteres alifaticos, tais como: baixa temperatura de transigao vitrea (T4 de -60 °C),
baixa temperatura de fusao (Tm que pode variar de 45 °C a 64 °C) e uma estabilidade
térmica elevada, com temperaturas de decomposicdao de ~350 °C. A sua estrutura
molecular possui uma unidade de repeticdo com cinco grupos nao-polares de metileno
(CH2) e um unico grupo éster relativamente polar (Figura 3) (MARTINS, 2011; TAY et
al., 2007; YOON; FISHER, 2007).
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Figura 3 — Estrutura quimica em 3D da PCL (MARTINS, 2011).

Este polimero pode ser diluido em solventes como o cloroférmio, cloreto de
metileno, diclorometano, benzeno, tolueno, ciclohexano e 2-nitropropano a
temperatura ambiente. Tem solubilidade mais baixa em acetona, 2-butanona,
etilacetato, dimetilformamida, acetonitrila e &cido acético, sendo insoluvel em alcool
(VAN DER SCHUEREN et al.,, 2011; BORDES et al., 2010; WOODRUFF;
HUTMACHER, 2010b; YOON; FISHER, 2007).

O processamento ao qual seja submetido um polimero envolve variagbes na
sua energia interna, ao longo da cadeia polimérica, que levam a diferentes estados
térmicos e termodinamicos. Nesse contexto, duas grandezas importantes para os
polimeros sdo, a temperatura de fusdo cristalina (Tr) e a temperatura de transicao
vitrea (Tg). No caso dos polimeros semicristalinos como o PCL, sua estrutura
apresenta regides amorfas e regides cristalinas. Até a Ti, somente as regides

cristalinas permanecem sem movimento; nas proximidade da Tr e a partir dela, as
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ligagdes que formam a estrutura cristalina do material sdo afetadas, e este se funde
(MANRICH, 2005; STEVENS, 1999).

A baixa temperatura de transicdo vitrea (Ty) da PCL caracteriza a alta
mobilidade de sua fase amorfa a temperatura corporal e determina sua utilizagao
como plastificante na formagdo de blendas (ALBINI, 2012). Esta caracteristica
associada a sua estabilidade térmica elevada, que determina a processabilidade do
polimero em temperaturas superiores a de fusdo sem que haja perda significativa de
peso molecular, o torna um dos polimeros com aplicacdo na area biomédica mais
versateis quanto ao processamento (DASH; KONKIMALLA, 2012; FABBRI et al.,
2010; HUTMACHER; LAM, 2008). Produtos podem ser fabricados com esse material
utilizando, principalmente, as técnicas de injecao, extrusdao e compressao de
polimeros, micro e nano emulsdes, eletrofiacdo, secagem por atomizacdo e métodos
de manufatura aditiva. Sao produzidas nano e microparticulas, estruturas
tridimensionais densas ou porosas, nano e micro fibras, filmes ou membranas
(ABEDALWAFA et al., 2013; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010). Algumas dessas

estruturas podem ser visualizadas na Figura 4.

(a,b); (c,d); espumas
tridimensionais porosas (e,f); malhas téxteis (g,h,i); scaffolds por sinterizagédo seletiva a laser
(j-o); scaffolds por modelagem por extrusao (p-u) (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010a).



40

Sob o0 aspecto de sua biodegradacao, a PCL pode degradar em periodos que
podem durar desde semanas a meses, sendo esta afetada pelo seu peso molecular,
cristalinidade, meio ambiente e temperatura. Este material pode ser degradado por
organismos vivos como bactérias e fungos presentes no meio ambiente. Em se
tratando do interior do corpo de humanos e animais, essa biodegradacao ocorre em
tempo diferenciado, devido a auséncia de enzimas adequadas, ocorrendo por
hidrélise e clivagem das suas ligagdes ésteres (HUNG, 2011).

Wooddruff e Hutmacher (2010), Sun et al. (2006) e Goldberg (1995),
investigaram a degradacéao in vivo da PCL em diferentes pesos moleculares por trés
anos e observaram modificacbes na estrutura do material apds 2 anos para 0 peso
molecular de 66.000 g/mol. Chen, Bei e Wang (2000) estudaram a biodegradacao de
microesferas e filmes de PCL, com e sem lipase. Nesse caso, ndo foram observadas
diferencas na biodegradacdo com a mudanca de forma do PCL, porém a presenca da
enzima provocou modificacdes no material em 9 semanas. You et al. (2005) fizeram
um estudo de biodegradacdo comparando nanofibras de acido poli-lactido (PLA),
acido poli-glicélido (PGA) e acido poli(lactido-co-glicélido) (PLGA), que apresentaram
alteragcao de estrutura em 4 semanas na ordem PGA>PLGA>>PLA. Esses resultados
em comparacao com outros estudos (GUNATILLAKE; ADHIKARI, 2003; HOLLAND;
TIGHE, 1992) indicam a taxa de degradacao do homopolimero PCL como a mais lenta
entre os poliésteres alifaticos (2-4 anos), que ocorre de forma homogénea em toda a
superficie do material, tornando-o adequado como carreador de farmacos a longo
prazo e com previsibilidade do processo.

Quanto a sua biocompatibilidade, atualmente o PCL é um material aprovado
pela Food and Drug Administration (FDA) para uso como dispositivo para liberagao
controlada de drogas (Capronor) e como suturas (Ethicon: Monocryl® Suture), o que
sugere seu potencial para aplicagdo biomédica. De acordo com o estudo de
Woodward et al. (1985), fragmentos de PCL de peso molecular de até 3000 g/mol séo
completamente reabsorvidos e degradados por mecanismo intracelular, sendo este
considerado como um polimero bioreabsorvivel. Neste estudo, o unico metabdlito
encontrado foi o 4cido 6-hidroxilcapréico. Além disso, segundo Woodruff e Hutmacher
(2010), o PCL apresenta baixa capacidade de gerar um meio acido no local de
implantacdo quando comparado ao PLA e PGA.

Com a expansao da Engenharia Tecidual, esse polimero vem sendo

investigado no que diz respeito a sua implantacédo in vivo para reconstrucdo e/ou
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regeneracao, sobretudo, de tecido ésseo, cartilaginoso e epitelial (ABEDALWAFA et
al., 2013). Os resultados encontrados apontam o PCL como material aplicavel, porém
esses resultados sdo potencializados com a utilizacdo do PCL em combinacao a
outros polimeros sintéticos ou naturais, a materiais ceramicos, e a medicamentos
(DASH; KONKIMALLA, 2012; FU et al., 2012a; CIARDELLI et al., 2005).

Dessa forma, o policaprolactona € utilizado geralmente como uma matriz
polimérica em compédsitos com fase inorganica, como por exemplo, com as ceramicas
de fosfato de célcio, para formacao de copolimeros e blendas, e como dispositivos
para administracdo controlada de medicamentos (REZAEl; MOHAMMADI, 2013;
BRETCANU; CHEN; BOCCACCINI, 2008).

2.5.1 Microesferas de Policaprolactona

Microesferas de PCL sao aplicadas para fins diversos dentro do campo dos
biomateriais, seja para a administracdo controlada de farmacos, por inje¢cédo ou
ingestdao das particulas, seja para estruturacdo de matrizes 3D. Destaca-se a
importancia do uso de microesferas para o encapsulamento de drogas, tais como
acidos nucleicos e proteinas, protegendo-as de rapida destruicdo pelo corpo, assim
como para administracao controlada de vacinas (HOSSAIN; PATEL; AHMED, 2015).
Nesse contexto, Tuli et al. (2012), estudaram o processamento de microesferas de
PCL utilizadas para liberacdo de drogas com aplicagbes em doencas pulmonares,
quanto a influéncia do tamanho de particula na dispersao de sulfato de salbutamol
para formulagdo de inalagcdes de pd seco. Kemala, Budianto e Soegiyono (2012),
investigaram a influéncia das variaveis de preparacdo de microesferas obtidas de
blendas de PLA/PCL, para utilizagdo como carreadoras de farmacos. Bolourtchian,
Karimi e Aboofazeli (2005), estudaram a obtencéo de microesferas de EUDRAGIT®RS
para liberacéo de ibuprofeno. Wang e Guo (2008), prepararam microesferas de PCL
com incorporacgao de disédio norcantaridato, por dupla emulsdo com evaporacao do
solvente, avaliando a influéncia da adicao de NaCl no processamento. Recentemente,
microparticulas, em especial, microesferas, produzidas a partir de polimeros sintéticos
biodegradaveis a longo prazo tém sido utilizadas como carreadores de farmacos. Sao
reportadas melhorias no efeito terapéutico, prolongando a atividade bioldgica pelo
controle da taxa de liberacdo de farmaco, com diminuicdo da frequéncia de
administracdo (WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).
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2.5.2 Matrizes 3D de Policaprolactona

A versatilidade de processamento do PCL, com propriedades reoldgicas
favoraveis a manipulacdo por diversas técnicas, sejam elas convencionais ou
avangadas, tem permitido o desenvolvimento diversificado de dispositivos no campo
da engenharia tecidual. Tay et al.(2007), investigaram o processamento de matrizes
3D de PCL utilizando impressao 3D associada a lixiviacado de particulas, obtendo
estruturas de alta porosidade. Atualmente, a maior parte das matrizes 3D de PCL sao
produzidas por técnicas de manufatura aditiva. Williams et al. (2005), e Eshraghi e
Das (2012), produziram e avaliaram suportes porosos obtidos por SLS, ressaltando a
relevancia da interferéncia computacional no processo de producdao desses
dispositivos. Também Van bael et al. (2013), produziram matrizes utilizando essa
técnica e avaliaram a performance in vitro ap6s a funcionalizagdo com tratamento de
superficie por plasma, comparado ao recobrimento com proteina. Os resultados foram
desfavoraveis para o plasma aplicado. Luciani et al. (2008), desenvolveu microesferas
de PCL funcionalizadas com proteinas e produziu matrizes 3D estruturadas com
essas particulas, que permitiu o controle da arquitetura do material, além da
incorporacao de moléculas bioativas.

2.6 Hidroxiapatita

Os o0ssos e dentes presentes em todos o0s vertebrados sado materiais
compdésitos naturais, formados por aproximadamente 65 % de massa inorganica, onde
€ identificada a presenca de uma fase apatitica com estrutura cristalografica e
composicdo quimica proxima a hidroxiapatita, ceramica pertencente a familia dos
fosfatos de calcio. Na composicao restante é encontrada a matéria organica, em sua
maioria colageno, e dgua. Os cristais de hidroxiapatita presentes nesses tecidos estéao
dispersos na matriz organica, apresentam entre 4 % e 8 % de carbonato, e medem,
em média, 20-50 nm de comprimento, 15-30 nm de largura, com espessura de 1,4 a
5 nm (Figura 1) (GOMEZ-MORALES et al., 2013; SADAT-SHOJAI et al., 2013;
VALLET-REGI; GONZALEZ-CALBET, 2004). Sua composigdo quimica pode variar
dependendo do tipo de tecido calcificado, da sua localizacdo e do tempo de duracéo
nesse tecido (RAMIREZ, 2010).
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Na familia dos fosfatos de calcio, os principais parametros que os diferenciam
sdo a razao molar calcio/fésforo (Ca/P) e a solubilidade. A razao Ca/P pode variar
entre 0,5 e 2 sendo que, quanto menor o valor dessa razao, mais soluvel € o material
na agua. A Tabela 1 relaciona esses parametros com os fosfatos de célcio mais
utilizados (CARVALHO, 2012; ZHOU; LEE, 2011; FONTES, 2010).

Tabela 1 — Principais fosfatos de calcio e suas propriedades (OKADA; FURUZONO, 2012).

Razio Solubilidade
molar Ca/P Férmula Quimica Nome Abreviacao (Hzog?js C,
Fosfato Monocalcico
0.5 Ca(H2P0O4)2.H=20 Monohidratado MCPM 18
0.5 Ca(H2POu4)2 Fosfato Monocalcico Anidro MCPA ~17

Fosfato Dicélcico Dihidratado
1.0 CaHPO4.2H20 (Brushita) DCPD 0.088
1.0 CaHPO4 Fosfato Dicéalcio Anidro (Monetita) DCPA ~0.0048
1.2-2.2 Ca’('_('; (224212 'Sr;HQO Fosfato de Célcio Amorfo ACP (@)

1.33 Cag (HPO4)2(POs)4 . 5SH20 Fosfato Octacélcio OCP ~0.0081
1.5 a-Cas(PO4)2 a-Fosfato Tricalcico a-TCP ~0.0025
15 B-Cas(POa4)2 B-Fosfato Tricalcico B-TCP ~0.0005

1.5-1.67 Ca1o.X(HI(3(§)2)§((IZCi;)e.X(OH)2 Hidroxiapatita Deficiente em Calcio = CDHA ~0.0094

1.67 Caio(POa4)s(OH)2 Hidroxiapatita HA ~0.0003
2.0 Caa(PO4)2° Fosfato Tetracélcico TTCP ~0.0007

(a) Nao pode ser medido precisamente.

Apatita € um termo geral aplicado para os materiais cristalinos que podem ser
representados pela formula M1o(Z04)sX2, na qual cada componente (M, ZO4 e X) pode
ser substituido por diferentes ions. Na hidroxiapatita, M, ZO4 e X sdo Ca?*, PO4* e
OH-, respectivamente. A apatita biolégica consiste em uma hidroxiapatita nao
estequiométrica deficiente em calcio contendo ions de substituicdo que incluem
cations (como Mg?*, Na* e K*) e anions (como COs%, Cl- e F’). A substituicido mais
comum € o carbonato (COs?), nos grupos OH e PO4*> (OKADA; FURUZONO, 2012).

A hidroxiapatita pode ser sintetizada por variados tipos de reac¢des utilizando
precursores de calcio e fésforo, que incluem, em sua maioria, métodos a seco
(reacOes em estado sélido, processos mecanoquimicos e plasma-spray) e em meios
umidos (precipitacdo quimica, conversdao hidrotérmica, meétodo sol-gel e
microemulsdo). As reacdes a seco requerem a aplicagdo de temperaturas
relativamente elevadas (acima de 700 °C), e geralmente resultam em material
estequiométrico e bem cristalizado. Os métodos via umida podem ser realizados sob

baixas temperaturas e resultam mais facilmente em particulas nanométricas, porém
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geralmente de baixa cristalinidade e razdo Ca/P baixa. A partir desses métodos
podem ser obtidas particulas nanométricas de morfologia variada, exemplificadas na
Figura 5 (GOMEZ-MORALES et al., 2013; OKADA; FURUZONO, 2012; REZAEI;
MOHAMMADI, 2012; FATHI; HANIFI, 2007).
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Figura 5 — Possiveis nanoestruturas da hidroxiapatita: a) irregular; b) esférica; c) haste ou
agulha; d) placa ou floco; e) bastdes auto-organizados; f) feixe de fibras ou flor; )
aglomerados de placas ou flocos; h) flor; i) microesfera porosa ou esfera mesoporosa; j) laco
ou bastdes auto-organizados; k) haltere (SADAT-SHOJAI et al., 2013).

Dentre os métodos via Umida utilizados, o processo de precipitacao € bastante
explorado devido a sua simplicidade para execucao e consequente reprodutibilidade,
além de possibilitar a sintese de grandes quantidades do material. Nesse método, a
mistura entre solugbes aquosas contendo calcio e fosforo, a um pH maior que 7,
resulta em solucbes supersaturadas que induzem a rapida precipitacao de
nanoparticulas, de morfologia controlavel (OKADA; FURUZONO, 2012; WANG et al.,
2010).

De acordo com Sudarsanan e Young (1969), a estrutura cristalina da HA
sintética tem simetria hexagonal, descrita pelo grupo espacial P63/m, com parametros
derede a=b=9,424 A e c = 6,879 A. Conforme descrito por Ramirez (2010), a HA
pode ser representada como Ca(l)4>*Ca(ll)e2* [PO(I)O(I1)O(lll)2]6*(OH)2; onde quatro
célcios alinham-se ao longo do eixo ¢, conhecido como canal |, e seis ficam dispostos
formando dois tridngulos perpendiculares ao eixo ¢ em 4 e %, e cuja proje¢do no
plano ab formam figuras hexagonais, definindo um espaco cristalografico conhecido
como canal Il, onde localizam-se as hidroxilas (Figura 6).

Além da similaridade que a hidroxiapatita sintética apresenta com a fase
inorganica encontrada no tecido 6sseo, sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e,
principalmente, bioatividade, tem levado a ampla utilizacdo como biomaterial para fins
de substituicao e regeneracao desse tecido (ZHOU; LEE, 2011; HUTMACHER et al.,

2007). Quando implantada em sistemas in vivo, a atividade celular provoca a
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dissolugdo parcial da HA, havendo liberagdo dos ions Ca?* e PO4s* e aumento da
saturacao nos fluidos biolégicos, que conduz a precipitacao de apatitas carbonatadas.
Estas, por sua vez, localizadas na superficie do implante, facilitam a adesédo de
proteinas e contribuem para a adesao, proliferacdo e diferenciacdo de células

osteogénicas.
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Figura 6 — (a) Célula unitaria da HA vista ao longo da direcdo [001], apresentando o
posicionamento dos elementos quimicos; (b) Célula unitaria da HA vista ao longo da diregao
[100] (RAMIREZ, 2010).

Assim, o tecido O6sseo recém formado € capaz de ligar-se ao material
implantado. Esse mecanismo, também associado a capacidade de adsorcao da HA,
determina a capacidade osteocondutora/osteoindutora desse material, que favorece
o crescimento 6sseo no sentido de sua localizagdo ( PEDROSA, 2011;
CARRODEGUAS, 2000; CHRISTOFFERSEN et al., 1997; LEGEROS, 1993).

No entanto, quando comparada as demais fases de fosfato de calcio citadas
na Tabela 1, apresenta taxa de degradacdo lenta, ja que esta propriedade esta
diretamente ligada a solubilidade da ceramica, sendo esta considerada como
bioestavel (CARRODEGUAS, 2000; LEGEROS, 1993). Assim, a taxa de degradacgao
da HA estequiométrica geralmente n&o coincide com a taxa de remodelagem do tecido
0sseo, causando conflitos no processo de reparo. Por isso, a HA com substitui¢des,
especialmente a deficiente em célcio, por apresentar maior reatividade, tem tomado
destaque (MATESANZ et al., 2015; ZHANG; ZHANG, 2011; GUO et al., 2009; KHAN;
KATTI; LAURENCIN, 2004).
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A énfase dada ao estudo da HA nanométrica, principalmente desde a década
de 90, tem base nas vantagens decorrentes do aumento da area superficial do
material que, de acordo com os resultados de Wang et al. (2010), Cai et al. (2007),
Balasundaram, Sato, Webster (2006) e Webster et al. (2001), favorecem o processo
de formacao de novo tecido 6sseo. Quando utilizada enquanto produto auténomo, a
HA apresenta limitagdes quanto a modelagem em formas e estruturas especificas e
fragilidade, que dificultam o seu emprego como matrizes 3D (ZHANG et al., 2014).
Logo, dentre as potenciais aplicagées das nanoparticulas de HA, tais como suportes
para liberacao de medicamentos, proteinas e genes, seu principal emprego tem sido
como material de preenchimento e/ou recobrimento em nanocompdsitos. Pesquisas
realizadas com essa abordagem estao descritas no tépico 2.7 e a Figura 7 apresenta
possiveis nanoestruturas aplicaveis a regeneragcao 6ssea (OKADA; FURUZONO,
2012; ROOHANI-ESFAHANI et al., 2010; MOTSKIN et al., 2009; MISTRY; SHI;
MIKOS, 2006).
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Figura 7 — Micro e nanoestrutura de 0sso tipico e possiveis nanoestruturas de materiais
utilizados para regeneracao éssea. (a) estrutura macroscépica do 0sso, (b) Osteon ou canais
de Havers, (c) fibras de colageno, (d) canais nanométricos (e) nanofibras, (f) nanotubos, (g)
nanoporos, (h) nanoesferas, (i) nanocompositos (Adaptado de Gong et al. (2015)).
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2.7 Matrizes 3D de Policaprolactona/Hidroxiapatita

Do ponto de vista biolégico, a combinacao entre polimeros e ceramicas para
a fabricacdo de matrizes 3D na perspectiva da regeneragcao 6ssea, € uma estratégia
natural, ja que o 0sso nativo consiste na combinagao entre um polimero natural e uma
apatita biolégica. Do ponto de vista da ciéncia dos materiais, um Unico material pode
nao fornecer todas as propriedades necessarias para uma aplicacao particular. Neste
caso, 0s materiais compositos, projetados para combinar as vantagens de ambos os
componentes, podem ser mais apropriados (KUMAR; KRUTH, 2010; BRETCANU;
CHEN; BOCCACCINI, 2008; MISTRY; SHI; MIKOS, 2006).

Com base nas propriedades intrinsecas da PCL e da HA, previamente
explanadas, faz-se relevante, tanto para a area académica quanto para a industrial, a
investigagdo de compdsitos PCL/HA. Especificamente, a versatilidade de
processamento da PCL e suas propriedades mecanicas, aliadas a bioatividade e
osteocondutividade da HA, viabilizam a aplicacao desses compdsitos como matrizes
3D e o seu processamento em variadas formas. Também, as propriedades de
adsorcéao e biodegradabilidade do compdsito final podem ser balanceadas conforme
as proporcoes matriz/reforco estudadas. Para este compoésito, o maior desafio
encontrado esta na baixa interacdo entre a matriz polimérica e as particulas de HA,
em consequéncia das diferentes naturezas quimicas e energia superficial desses
componentes. Além disso, a HA e, especialmente, as nHA, apresentam uma forte
tendéncia para formar aglomerados, o que dificulta a obtengdo de nanocompésitos
com alto grau de dispersao de particulas (ZHANG et al., 2014; LEUNG; NAGUIB,
2013; LIUYUN et al., 2012; FABBRI et al., 2010; GUARINO et al., 2008; AZEVEDO;
REIS, 2003).

Estratégias para a otimizagcdo da interface entre esses materiais, que
permitam uma melhor interacao fisica e quimica entre as fases organica/inorganica,
tém sido alvo de inumeras investigagcdes. Atualmente, métodos livres do uso de
surfactantes s&o buscados, evitando assim a toxicidade proveniente da maioria
desses agentes (FUJIl et al., 2012). Sdo encontrados estudos baseados
principalmente na: precipitagdo da HA in situ na solucdo polimérica (REZAEI,
MOHAMMADI, 2013; FABBRI et al.,, 2010); adicdo da HA a solucado polimérica
utilizando vibracao ultrassénica ou agitacdo magnética (DU et al., 2015; ZHANG et al.,
2014; FU et al., 2012b); mistura em estado fundido (XU et al., 2014; PARK; LEE; KIM,
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2011); e mistura a seco (XU et al., 2014; EOSOLY et al., 2010b). Respectivamente a
esses métodos estdo associadas as seguintes limitacdes: dificuldade no controle da
morfologia das particulas de HA, rapida sedimentacao da HA, aglomeracéao da HA, e
baixa interacao e heterogeneidade na mistura final.

Nesse contexto, estratégias para a modificacao superficial da HA vém sendo
abordadas, que envolvem: enxerto (grafting) com polimeros, adsor¢cdao de ions ou
moléculas, dissolucao/re-precipitacao, encapsulamento, reacdes de superficie e/ou
combinacgdes entre esses métodos (LIUYUN et al., 2012; LI; WENG, 2008; BORUM-
NICHOLAS; WILSON JR., 2003). Dentre elas, a utilizacdo de um agente de
acoplamento, o acido estearico (AE), pode aumentar a estabilidade coloidal das nHA
em solventes nao aquosos e melhorar a interagdo com poliésteres. O acido estearico
€ um acido graxo saturado, que nao apresenta toxicidade, amplamente utilizado no
processamento de biomateriais (BERNHARDT et al., 2013; ZHANG et al., 2012,
ZHANG et al., 2004). Também foi demonstrado que a presenca do AE nao interfere
significativamente na bioatividade das nHA (LI; WENG, 2008). E importante que a
modificacdo das nHA nao altere substancialmente as propriedades fisico-quimicas e
biolégicas do material.

Buscando produzir compésitos de PCL/nHA com interface melhorada,
distribuicdo homogénea das nHA na matriz polimérica (interna e externamente) e ao
longo da matriz 3D, e minimo desperdicio de material durante o processamento,
optou-se neste trabalho pela produgéo de esferas de PCL/nHA. A morfologia dessas
particulas pode ser finamente controlada aplicando-se 0 método de emulsdo com
evaporacao do solvente, conforme descrito no topico 2.3.3. Micro e nanoestruturas
especificas podem contribuir para a reparacgéao tecidual a longo prazo, considerando-
se que as nHA encapsuladas nas particulas podem ser liberadas gradualmente
conforme a degradacédo do PCL (GONGCALVES et al., 2015).

Na pesquisa de Eosoly et al. (2010), matrizes 3D de PCL/HA com 15 % (m/t)
e 30 % (m/t) de HA foram fabricadas por Sinterizacao Seletiva a Laser (SLS). Wiria et
al. (2007) e Eshraghi e Das (2012) fabricaram matrizes de PCL/HA via SLS com a
adicao de 10 % (m/t), 20 % (m/t) e 30 % (m/t) de HA. Os resultados de Eosoly et al.
(2012) e Wiria et al. (2007) indicaram a influéncia positiva da adicdo da HA na
capacidade bioativa das matrizes, enquanto Eosoly et al. (2012) e Eshraghi e Das
(2012) obtiveram aumento da resisténcia a compressdo conforme aumento de

conteudo da HA. Nesses estudos, os compositos sinterizados foram obtidos por meio
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de mistura a seco desses materiais, a partir de particulas de morfologia heterogénea.
Na literatura, sdo encontrados resultados favoraveis quanto ao aumento da resisténcia
a compressao até limites de conteudo de HA de ~50 % (m/m) no composito
(GUARINO et al., 2008). Porém, esse fator depende também diretamente do método
de processamento aplicado.

No contexto da producao de esferas, Fujii et al. (2012), desenvolveram
microesferas de PCL recobertas com nHA, utilizando as nHA como agente de
estabilizacao do sistema de emulsao, processo nomeado de emulsdo de Pickering,
eliminando assim o uso de agentes surfactantes. Kim e Koh (2013), produziram
compositos de PCL/HA na forma de microesferas, com poros na forma de canais,
resultado da combinacao entre os métodos de emulsdo 6leo/agua, congelamento e
liofilizagdo da emulsao. O estudo a respeito das microesferas € crescente, assim como
da sua aplicacdo como estruturantes de matrizes 3D.

Quanto as propriedades bioldgicas apresentadas por matrizes 3D de PCL/HA,
avaliadas in vitro e in vivo, tém sido encontrados resultados favoraveis quanto a
capacidade bioativa dos dispositivos, conforme o aumento do conteddo de HA. Além
disso, esses sao capazes de suportar o crescimento e a diferenciacdo osteogénica.
No entanto, alguns resultados contraditérios sdo encontrados quanto a relagao entre
o conteudo real de HA presente no material e o desenvolvimento celular. Isso é
atribuido aos diferentes métodos de processamento, ao tipo celular e fonte de células
avaliado, assim como aos diferentes protocolos de cultura celular. Portanto,
permanece a necessidade de aprofundamento desses estudos
(CHUENJITKUNTAWORN et al., 2015; GONCALVES et al., 2015; ZHANG et al.,
2014; RODENAS-ROCHINA; RIBELLES; LEBOURG, 2013; XIA et al., 2013; FU et al.,
2012).



3 MATERIAIS E METODOS
3.1Local da pesquisa

A obtencao e caracterizacdo das nHA e as etapas 01 e 02 de obtencéo e
caracterizagdo das esferas de PCL e PCL/nHA foram realizadas no Instituto de
Ceramica y Vidrio — ICV, pertencente ao Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas — CSIC, em Madrid, Espanha. A sintese e caracterizacao fisico-quimica e
biolégica das esferas (etapa 03) e das matrizes 3D de PCL e PCL/nHA foram
concretizadas no Laboratério de Avaliacao e Desenvolvimento de Biomateriais do
Nordeste — CERTBIO, localizado na Universidade Federal de Campina Grande —
UFCG, em Campina Grande. As etapas de sinterizacdo das matrizes 3D,
recobrimento metalico do material com ouro, e andlise térmica por Calorimetria
Exploratéria Diferencial foram realizadas no Laboratério de Tecnologia dos Materiais
— LTM, Laboratério de Caracterizacao dos Materiais e Laboratério de Termoanalises,
localizados na UFCG, respectivamente.

3.2Reagentes

Para a sintese e o tratamento superficial das nanoparticulas de hidroxiapatita
foram utilizados: Nitrato de Calcio Tetrahidratado (99,0-103,0 %, Ref.131231,
Panreac), Di-Aménio Hidrogénio Fosfato (>98,0 %, Ref.131127, Panreac), Aménia
(28,0-30,0 %, Ref. 131130, Panreac) e Acido Esteérico (>95,0 %, Ref. 175366, Sigma-
Aldrich).

Para a producdo das esferas de policaprolactona e de
policaprolactona/nanohidroxiapatita foram utilizados: Policaprolactona (PM 80.000
g/mol, CAPA™ 6800, Perstorp), Alcool Polivinilico (PM 31.000-50.000, Ref. 363138,
Sigma-Aldrich), Antiespumante A (Polimero de silicone, Ref. 10794, Sigma-Aldrich),
Diclorometano (>99,5 %, Ref. 141254, Panreac), Fosfato tricalcico (Ref. 330407, Carlo
Erba, Usado nos testes preliminares), Nanohidroxiapatita deficiente em calcio
(sintetizada nesta pesquisa), Acido Cloridrico (36,5-38,0 %, Ref.103, ISOFAR), Alcool
etilico absoluto 99,5° GL (Ref. 01A108401BJ, Synth) e Alcool etilico hidratado 70°
INPM (22071000, ISOFAR).

Todos os reagentes foram utilizados como recebidos do fabricante, sem
etapas prévias de purificagdo.
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3.30btencao das nanoparticulas de hidroxiapatita (nHA)

As nHA foram sintetizadas utilizando método de precipitacdo via Umida,
adaptado das pesquisas de Wang et al. (2010) e Khalid et al. (2013), representado na
Figura 8. A reacdo quimica para a sintese da hidroxiapatita obtida pode ser descrita
de acordo com a seguinte equacao:

(10 — x)Ca(NO3)z(aq) + 6(NH4),HPO,(4q) + (2 — X)NH,OH )
’ Ca(lo—x) (HPO4)x(PO4)(6—x) (OH)(Z—x)(s) + (14 - x)NH4NO3(aq) + (6 - x)HNOB(aq)

(1)

Para realizacéo do processo, foi preparada uma solucao de nitrato de calcio
tetrahidratado (Ca(NOs3)2.4H20), dissolvendo 262,5 g (1,11 mol) em 1600 mL de agua
deionizada, por agitacdo magnética constante (pH 5,22). Para preparacao da segunda
solucdo, 76,0 g (0,58 mol) de di-aménio hidrogénio fosfato ((NHs)2HPO4) foram
dissolvidos em 400 mL de agua deionizada, sob agitacdo magnética. A esta
dissolucao parcial foram adicionados 180 mL de solugao de ambnia (NH4sOH), para
ajuste de pH. De acordo com Wang et al. (2010), o pH acima de 10 é favoravel a
formacao de particulas nanométricas. A esta solugéo foi adicionado dgua deionizada,
para um volume total de 1100 mL (pH 10,4).

Em seguida, a solu¢éo contendo (NH4)2HPOQ4 foi transferida para um reator e
aquecida a temperatura de 80 °C. A solucdo de Ca(NO3)2.4H20 foi adicionada ao
sistema por gotejamento a um fluxo de 10 mL/min (bomba peristaltica Masterflex L/S
— Easy Load Il/ Cole Parmer — Modelo 77200-60), sob agitagdo mecanica constante a
500 rpm (agitador IKA RW16 Basic). Apos a finalizacdo do gotejamento, a mistura
permaneceu por 2 horas sob agitacdo nas mesmas condi¢des.

Ao final do processo, 0 aquecimento e a agitagdo foram interrompidos, e o
sistema permaneceu em repouso para sedimentacao do precipitado formado. Entao,
a fase liquida n&o precipitada foi retirada, foram adicionados 1,5 L de agua deionizada,
o sistema foi homogeneizado e continuou em repouso durante 24 horas.

ApoOs essas etapas, o sobrenadante foi removido e o material sélido foi filtrado
a vacuo, utilizando agua deionizada e alcool etilico hidratado 70°. A hidroxiapatita
obtida permaneceu em estufa, a 80 °C por 24 horas, para desidratacdo. O material foi
moido e classificado, utilizando almofariz de agata e malha de 100 um,
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respectivamente, resultando em um pd de coloragdo branca. A Figura 9 apresenta
imagens do procedimento realizado e do material obtido.

SINTESE DE NANOHIDROXIAPATITA

1100 mL. 1600 mL-

. . -
l 500 rpm Preparacgédo das solugdes

~V

Amorfo Calcio Filtragem a vacuo
Envelhecimento
24 h Ca,, (HPO,),( POI)(&-:](O H}(z-x

Figura 8 — Esquema de sintese das nHA pelo método de precipitagao via Umida.

nHA -
CaP Nanchidroxiapatita
Deficlente em
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Figura 9 — Sintese das nHA por precipitacdo via umida: (A) processo de gotejamento sob
agitacdo a 80 °C; (B) sistema em repouso apos precipitagéo; (C) sistema apds deposicao
completa da fase sélida.

3.3.1 Modificacao de superficie das nHA com acido estearico

Durante os estudos experimentais preliminares realizados com o fosfato de
calcio comercial para obtencdo de esferas de PCL/nHA, foi observado que
quantidades consideraveis do fosfato de calcio ndo foram incorporadas as esferas.
Com o objetivo de melhorar o aproveitamento da fase inorgénica na formagao do
compdésito, as nanoparticulas de hidroxiapatita foram tratadas com é&cido estearico.
Para o método de modificacao de superficie aplicado foram tomados como base os
estudos de Li e Weng (2008) e Liuyun et al. (2012).

O acido estearico na forma de pé foi adicionado a 200 mL de etanol absoluto,
sob agitacdo magnética a 60 °C (2 h), a uma concentracao de 5 % (m/m) com relagao
a massa da HA. Em seguida, a HA foi adicionada a solugdo de acido estearico e
permaneceu sob agitagdo nas mesmas condigdes por 20 minutos. O conteudo foi
transferido para um baldo de rotaevaporador (BUCHI, R-210) onde permaneceu sob
agitacéo (12 horas; 60 °C) sob pressado atmosférica e, por fim, a uma pressao de 175
mbar para completa evaporag¢ao do etanol (Figura 10).
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MODIFICAGAO DE SUPERFICIE DAS nHA COM ACIDO ESTEARICO

nHA tratadas com
Acido Estérico acido estearico

12h K

60 °C
Solugdo de 4

acido estearico

em etanol absoluto
200 mL

5 % (m/m)

175 mbar

Figura 10 — Esquema do procedimento de modificacdo de superficie das nHA com acido
estearico.

3.40btencao das esferas de PCL e PCL/nHA

Para obtengao das esferas de PCL e de PCL/nHA foram utilizados os métodos
de emulsdao 6leo/agua (O/A) e solido/éleo/agua (S/O/A), respectivamente, com
evaporacgao do solvente. Os procedimentos foram realizados com base nas pesquisas
de Kemala, Budianto e Soegiyono (2012), Qiu et al. (2007), Tuli et al. (2012) e Zhu et
al. (2005), e estao ilustrados nas Figura 11 e Figura 12.

Primeiramente, foram preparadas solugcbes de PCL ou dispersées de
PCL/nHA. Para preparagéo das solugées de PCL, o polimero foi dissolvido em
diclorometano, sob agitacdo magnética (252 °C), visando-se obter solugbes com
concentracgdes finais de 5 % (m/v), 7,5 % (m/v) e 10 % (m/v). Para obtencdo das
dispersées de PCL/nHA, os p6s de nHA foram adicionados ao diclorometano, e
dispersos sob agitagcdo magnética (252 °C) por 30 minutos. Em seguida, o PCL foi
adicionado e a dispersdo permaneceu sob agitacdo até a completa dissolucao do
polimero.

A producgéo de esferas de PCL/nHA dividiu-se em 03 etapas. Na etapa 01
foram realizados testes preliminares com um fosfato de célcio comercial, no intuito de
evitar o desperdicio das nHA obtidas, e na etapa 02 foram utilizadas as nHA
produzidas. Nessas duas etapas buscou-se a obtencdo de microesferas variando
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entre 10 um e 150 um de diametro, adicionando-se os conteudos de nHA de 17
%(m/m), 23 %(m/m) e 28,5 %(m/m). Na etapa 03 objetivou-se produzir esferas com
diametros maiores que 800 um, adicionando-se 30 %(m/m), 35 %(m/m), 40 %(m/m) e
45 %(m/m) de nHA. As variaveis de concentracdo de PCL estudadas foram mantidas.

Solugdes aquosas de PVA foram utilizadas como fase continua. O polimero
foi dissolvido em agua destilada, sob agitacdo magnética (12 h; 60+2 °C), nas
concentragdes de 1,5 % (m/v), 2 % (m/v) e 2,5 % (m/v). As solugdes foram filtradas a
vacuo para retirada do material insoltvel. Devido a capacidade espumante do PVA
em solucédo, um agente antiespumante foi adicionado, a 0,1 % (v/v).

Nas etapas 01 e 02, a fase oleosa foi adicionada por gotejamento a solucéo
de PVA, a um fluxo de 3 mL/min (PCL) ou de 2 mL/min (PCL/nHA) (bomba Masterflex
L/S, Easy Load II, Cole Parmer, Modelo 77200-60; Tubos Masterflex 96410-14 e 6411-
16; conector LABBOX TCLP 006-012), sob agitagdo mecanica a temperatura
ambiente. Essa agitagdo foi mantida durante 10 minutos ap6s a finalizacdo do
gotejamento, investigada a 5000 rpm, 7000 rpm e 10000 rpm (homogeneizador L5
Series, Silverson; 252 °C), e a propor¢ao entre as fases 6leo/agua foi fixada em 1/20.
Em seguida, a emulsdo permaneceu sob agitacdo mecanica (IKA Eurostar RW 20
Digital; 2000 rpm; 2522 °C) durante 120 minutos, para evaporacao do solvente.

Ja na etapa 03, o gotejamento (~3 mL/min PCL; ~2 mL/min PCL/nHA) foi
realizado manualmente utilizando seringas de vidro (Yale B-D B0125, 20mL, bico de
vidro tipo luer slip) contendo tubo acoplado ao bico (Tubos Masterflex 96410-14 e
6411-16; 6 cm de comprimento), sob agitagdo mecéanica (IKA Eurostar RW 20 Digital;
250 rpm) a 34+0,5 °C. O sistema permaneceu sob agitacdo nas mesmas condigbes
por 18 horas, com proporcdo bleo/agua fixada em 1/20. As esferas obtidas foram
coletadas por filtragem a vacuo, lavadas com agua destilada e etanol, e secadas a
temperatura ambiente em dessecador. Ainda, nas etapas 01 e 02, antes da filtragem
foi adicionado HCI (0,1 M) a suspensao final (o pH foi ajustado para 3.3), no intuito de
remover a hidroxiapatita ndo incorporada as microesferas. Esse procedimento néo foi
adotado na etapa 3. Na Tabela 2 estdo listados os testes realizados em cada etapa e
seus respectivos paradmetros experimentais. Todas as formulagbes foram
experimentadas trés vezes (n=3) para avaliacdo da reprodutibilidade do processo. O
rendimento foi calculado para as formula¢des das Etapas 02 e 03, pela razao entre a
massa obtida apds a preparacao das esferas e a soma das massas teédricas da PCL
e das nHA no compésito, conforme Equacéao 2.
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Mgsp
%R = [ ].100 (2)
° (Mpcy + Muya)

Onde: %R é a porcentagem de rendimento, mesr € a massa de esferas obtidas por

emulsdo, mpcL € MmnHa SA0 as massas iniciais tedricas de PCL e nHA.

SINTESE DE ESFERAS
ETAPAS 01 E 02 nHA

Tratadas com

Mivicadnii Preparacéo das solucdes

5000 rpm

7000 rpm

10000 rpm
Emulsificagao
Gotejamento
Razao em volume
Oleo/Agua 1/20

%

Disperséo PCL/nHA Solugdo aquosa de
A em diclorometano PVA 2,5 % (miv)
=) PCLS5, 7, 10 % (miv)
600 mL PCL/nHA 17, 23, 28.5 % (m/m)
s T

Solugdo PVA —— &
com antiespumante | |

= 2 mumin .HADCM

PR i

Secagem
18 h

2000 pm
Evaporacgdo 120 min.
do solvente
Temperatura
ambiente

Suspensao final
Solugao PVA
Esferas PCL/nHA

Emulsdo —#
% —— Suspensao final

‘ Solugao PVA = R
Esferas PCL/nHA i X . o
. Filtragem a vacuo

Figura 11 — Esquema do processo de emulséo solido/éleo/agua, com evaporagao do solvente,
realizado nas etapas 01 e 02.
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PCL

SINTESE DE ESFERAS
ETAPA 03 nHA

Tratadas com
acido estearico

Preparagao das solugdes

oo

Emulsificagdo

Gotejamento .
gazaerrn vqlume PCL/nHA DCM Dispefsao PCL/nHA Solugéo aquosa de
leo/Agua 1/25 20 mL em diclorometano PVA 2,5 % (mfv)
~2 Ui PCL 10 % (miv)

‘ 5 PCL/nHA 30, 35, 40, 45 % (m/m)

Solugao PVA
com antiespumante
34105 °C
Filtragem a vacuo
250 rpm
Evaporagdo 18h

do solvente

Suspensio final
Solugdo PVA
Esferas PCL/nHA

Emulsgo
e Suspensio final

Solugéo PVA

34£0,5°C Esferas PCL/nHA

Figura 12 — Esquema do processo de emulsao sélido/éleo/agua, com evaporagao do solvente,
realizado na etapa 03.
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Tabela 2 — Relagéo de testes realizados para obtencao de esferas de PCL e PCL/nHA e suas
respectivas variaveis.

Razao nHA(ou Velocidade de

Numero do Conc. PCL TCP)/ Conc. PVA e x iid s Parametr
teste (%m/v) A. Esteézrico (Yem/v) agltagl:qalgwllnlmal a;iiade;sos
(%em/m) ( )
ESFERAS DE PCL (@ 10-150 um)
PCL 01 10,0 - 2,5 5000
PCL 02 10,0 - 2,5 7000
PCL 03 10,0 - 2,5 10000
PCL 04 10,0 - 2,0 10000
PCL 05 10,0 - 1,5 10000
PCL 06* 10,0 - 2,5 10000
PCL 07 7,5 - 2,5 10000
PCL 08 5,0 - 2,5 10000 Antiespumante:
* Aumento do volume 6leo/agua para 30 mL/600 mL Fluxo de gotejamento 3 mL/min. 0,1 % (VIv)
ESFERAS DE PCL/TCP (TCP comercial) - ETAPA 01 (@ 10-150 pm) Razéio Sleo/égua:
PCL/HA 01 10,0 28,5/-- 2,5 5000 1/20 (20 mL/400 mL)
PCL/HA 02 10,0 23,0/-- 2,5 5000 y e
el. de agitagéao final:
PCL/HA 03 10,0 23,0/5 2,5 7000 2000 rpm
PCL/HA 04* 10,0 23,0/5 2,5 10000 o
* Aumento do volume Oleo/Agua para 30 mL/600 mL Fluxo de gotejamento 2 mL/min. ;I;]iecrraﬁ;i:;:agltagao
ESFERAS DE PCL/nHA (nHA) — ETAPA 02 (J 10-150 pum) 15 min./ 80 min.
PCL/nHA 01* 7,5 28,5/5 2,5 10000 .
PCLINHA02 10,0 23,0/5 2,5 10000 Aomperatura ambiente:
PCL/nHA 03 5,0 28,5/5 2,5 10000
PCL/nHA 04 7,5 23,0/5 2,5 10000
PCL/nHA 05 10,0 17,0/5 2,5 10000
PCL/nHA 06 7,5 17,0/5 2,5 10000
PCL/nHA 07 7,5 23,0/-- 2,5 10000
* Aumento do volume 6leo/agua para 30 mL/600 mL Fluxo de gotejamento 2 mL/min.
ESFERAS DE PCL/nHA (nHA) — ETAPA 03 (D > 800 pum)
PCL/nHA 08 10,0 - 2,5 250 Antiespumante:
PCL/nHA 09 10,0 30/5 2,5 250 0.1% ()
PCL/nHA 10 10,0 30/-- 2,5 250 Razao dleo/agua:
PCL/nHA 11 10,0 35/5 2,5 250 1/20 (20 mL/400 mL)
PCL/nHA 12 10,0 35/-- 2,5 250 Tempo de agitacdo total:
PCL/nHA 13 10,0 40/5 2,5 250 18 h
PCL/nHA 14 10,0 45/5 2,5 250

Temperatura: 3410,5 °C
Fluxo de gotejamento ~2 mL/min.
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3.50btencao das matrizes 3D de PCL e PCL/nHA

3.5.1 Planejamento da estrutura das matrizes 3D

Para o planejamento da arquitetura das matrizes 3D, sendo essencial estimar
o diametro dos poros e, por conseguinte, o didmetro das esferas a serem utilizadas
no processamento, foi considerado um sistema tedrico de empacotamento compacto,
regular, de esferas idénticas nao sobrepostas, no qual ha um minimo desperdicio de
espaco (HALES, 2005). A Figura 13 representa o arranjo tridimensional e

bidimensional deste sistema, contido em um espaco vetorial real de dimensao finita.

A) | B)

Figura 13 — Representacao de um sistema de empacotamento compacto de esferas idénticas
nao sobrepostas, com os espacos vazios contidos entre as mesmas preenchidos por esferas:
A) arranjo tridimensional (JACOBSON, 2007); B) projecéao bidimensional.

Partindo-se da planificacdo do sistema descrito, por geometria, € possivel
determinar o raio da esfera contida no espacgo vazio com relagdo ao raio da esfera
principal, uma representacao do raio dos poros e do raio das esferas de PCL/nHA,
respectivamente. Conforme ilustrado na Figura 14, considerando um plano cartesiano,
onde o centro do poro € o centro do plano (0,0), e os trés centros das esferas tém a
mesma distancia (D) ao centro do poro, tem-se:

D=R+r->r=D-R 3)

Onde: D é a distancia do centro da esfera 01 ao centro da esfera 02; R é o raio da

esfera 01 e r é o raio da esfera 02.
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Unindo os centros das esferas 01 pela menor distancia entre eles, tem-se um
tridangulo equilatero com lado (L) igual a duas vezes o raio da esfera 01(2R).
Circunscrito a esse triangulo tem-se um circulo de raio igual a D. Por geometria, é

sabido que:

V3

D=?L ,Iogo:D=§

2R 4)

Substituindo (4) em (3):

r=2R§—R )

ESFERA 01

(Esferas de PCL/nHA)

.+ ESFERA02

Distancia do centro das —or
esferas ao centro do poro (Paro)
Circulo circunscrito
ao triangulo equilatero, ¢
de raio D

Figura 14 — Esquema geométrico da relagdo entre o raio do poro e o raio das esferas,
considerando o centro do poro como centro do plano cartesiano (0,0).

Baseando-se nas pesquisas de Mehr et al. (2015), Zadpoor (2015), e Loh e
Choong (2013), a faixa de diametro de poros considerada nesta pesquisa, visando a
regeneracao do tecido ésseo, foi de 100 um a 500 um. A partir da equacao (5) foi
estimada uma faixa de diametro das esferas do biocompdésito de 800 um a 3100 um.
Desse modo, as esferas de PCL e de PCL/nHA obtidas foram classificadas utilizando
malhas de 600, 850 e 1500 pm, resultando nas seguintes faixas de classificagao: <600
pum, 601-850 um, 851-1500 um e >1500 um. Devido a quantidade muito reduzida de
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esferas maiores que 1500 um, estas ndo foram utilizadas, sendo a faixa de 851-1500

um adotada para esta pesquisa.

3.5.2 Agregacao das particulas por aquecimento a baixas temperaturas

As matrizes 3D foram produzidas a partir do método de agregacao a baixas
temperaturas, tomando-se como base a pesquisa realizada por Luciani et al. (2008).
Logo, esferas de PCL e de PCL/nHA pré selecionadas foram colocadas em molde
cilindrico de acgo inoxidavel (&J 8 mm), pré aquecido em estufa por 2 horas a 63+0,5
°C e 60%0,5 °C, respectivamente. As esferas foram compactadas pelo émbolo do
molde (0,9 N) durante 2 minutos. Em sequéncia, a matriz 3D formada foi retirada do
interior do molde e esfriada até a temperatura ambiente (Figura 15). A Tabela 3
relaciona os parametros de processamento estabelecidos nesta fase e as amostras
obtidas.

OBTENGCAO DAS MATRIZES 3D - AGREGAGAO POR AQUECIMENTO DIMENSIONAMENTO BASICO DO MOLDE

Esferas selecionadas S
(801-1500 pm) Matrizes 3D
MPCL
) MPCL/nHA : :
¥
v

& Desmoldagem

PCL

PCL/nHA30
PCL/InHA35

PCL/nHA40
PCL/InHA45

Organizagao das esferas
no molde )

L ‘ 2 min Aquecimento

Embole

Esferas

Molde em ago inoxidavel
Pré aguecida por 2 horas
63+0,5°C
600,5°C

Figura 15 — Esquema do processo de obtengcdo das matrizes 3D pela agregacgéo das esferas
de PCL e de PCL/nHA a baixas temperaturas e dimensionamento basico do molde utilizado.
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Tabela 3 — Parametros de processamento estabelecidos para obtencao das matrizes 3D de
PCL e de PCL/nHA.

Esferas selecionadas Temperatura Massa . : Matrizes 3D
Parametros fixados :
(Razao PCL/nHA) (°C) (9) obtidas
PCL 6310,5 0,2 Diametro das esferas: MPCL
PCL/nHA (70/30) 60+0,5 0,15 801-1500 um MPCL/HA30
PCL/nHA (65/35) 60+0,5 0,15 Diametro do molde: 8 mm  MPCL/HA35
PCL/nHA (60/40) 60+0,5 0,15 Forga submetida: 09N MpPCL/HA40
PCL/nHA (55/45) 60+0,5 0,15 Tempo de aquecimento:  \pCL/HA45
2 min.

3.6 Caracterizacao do material

Foram estabelecidas trés etapas de caracterizagdo. A primeira etapa consistiu
na caracterizacao dos materiais de partida, a segunda etapa abordou a caracterizacao
das esferas de PCL e de PCL/nHA, e na terceira etapa foi realizada a caracterizacéo
das matrizes 3D desenvolvidas. A Figura 16 apresenta o fluxograma experimental
deste trabalho.

Neste trabalho foram utilizadas as seguintes técnicas: Difracdo de Raios X
(DRX), Espectroscopia na Regidao do Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR), Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET), Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), Microscopia Optica (MO), Determinacéo de Tamanho de Particula,
Superficie Especifica e Densidade, Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e
Analise Termogravimétrica (ATG). Para caracterizagao biologica in vitro dos materiais
foram aplicados: a Avaliagdo da Viabilidade Celular dos Macrofagos, o Ensaio de

Bioatividade e o Ensaio de Adesao Celular.

3.6.1 Tecnicas de Caracterizacao

» Difracdo de Raios X (DRX)

A Difracdo de Raios X é um fenbmeno de espalhamento da radiacao
eletromagnética, provocado pela interacdo entre o feixe de raios X incidente e os
elétrons dos atomos componentes de um material. Este método pode identificar as

fases cristalinas de um composto, e fornecer informagdes sobre a natureza e os
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parametros do reticulado, assim como detalhes a respeito do tamanho, da perfeicéo
e da orientacao dos cristais (MOURA, 2012).

A técnica de Difragédo de Raios X foi utilizada para estudo das fases cristalinas
e cristalinidade das nanoparticulas de hidroxiapatita, do fosfato de célcio comercial e
das esferas de PCL/nHA. Foi utilizado um difratdbmetro Bruker D8 Advance, com
radiacao CuKq, voltagem de 40 kV e corrente de 30 mA. Os dados foram coletados a
temperatura ambiente (25 °C), sistema 8-20 com varredura angular variando de 10° a
70°, com um tamanho de passo de 0.02 °/s.

A identificacdo qualitativa de fases cristalinas foi realizada utilizando o
software X-Pert, por meio da comparagao entre os padroes de DRX obtidos e aqueles
disponibilizados pelo ICDD (International Centre for Difraction Data).

A partir dos padrdes de DRX obtidos também foi possivel determinar o
tamanho do cristalito do material, utilizando a equacao de Scherrer (LIMA, 2013;
PATTERSON, 1939):

kA
PcosO

(6)

tc(nm) =

Onde tc é o tamanho médio do cristalito, k € uma constante que depende de fatores
cristalogréaficos de forma e reflexdo da amostra, A o comprimento de onda da radiacao,
B € a largura a meia altura do pico de difragdo, medida a meia altura, e 6 é o angulo
de Bragg.

Para determinagéo da largura instrumental foi utilizada uma amostra padrao
de corindon (Al.QOs) de alta pureza e cristalinidade (HPA-0.5, Ceralox® Aluminas),
preparadas nas seguintes condi¢bes: o material foi moido em moinho vibratorio de
alumina a 200 rpm (30 min.), calcinado a 1100 °C (6 h) em cadinho de platina, moido
novamente (5 min.) e novamente calcinado a 1200 °C (6 h). Por fim, foi moido e
classificado com peneira de 35 um. Para tal determinacao foi empregado o método de
refinamento Rietveld (RIETVELD, 1969), usando o software GSAS-Il (General
Structure Analysis System-ll), a partir da base de dados ICSD (/norganic Crystal

Structure Data Base).
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= Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia estuda a interacdo da radiacao eletromagnética com a
matéria, sendo um dos seus principais objetivos o estudo dos niveis de energia de
atomos ou moléculas. A andlise vibracional de polimeros fornece informacdes sobre
trés importantes caracteristicas estruturais: a composicdo quimica, a estrutura
configuracional e conformacional, e as forcas interatdmicas associadas as ligacoes de
valéncia ou interacgdes intermoleculares (BENETTI, 2014).

A técnica foi aplicada para investigacdo das nHA, da policaprolactona e das
esferas de PCL e PCL/nHA. Os espectros na regido do infravermelho foram
registrados em um espectrofotdmetro (Spectrum 400, FT-IR/ FT-NIR Spectrometer,
Perkin ElImer), em modo de Refletancia Total Atenuada (ATR) na regiao de 400 a 4000
cm™', com resolucdo de 4 cm™ e 20 varreduras.

= Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

O Microscopio Eletrénico de Transmissao utiliza um feixe de elétrons partindo
de tungsténio aquecido e sob vacuo que, em conjunto com o sistema de lentes
(objetiva e projetoras) e condensadores, é capaz de permitir uma iluminacdo de
elevada intensidade em pequenas areas, conforme o aumento da magnitude de
observagdo da imagem. Isso determina uma alta capacidade de ampliacdo das
imagens, com o alcance de boa resolug¢do, possibilitando a analise de materiais de
dimensdes muito reduzidas (RAMIREZ, 2010).

Dessa forma, essa técnica foi utilizada para investigacdo da morfologia das
nHA sintetizadas, e do fosfato de calcio comercial, na forma de po, previamente
dispersos em etanol absoluto. Foi utilizado o microscopio HITACHI H-7100, sob
tensbdes de aceleracdo de 100 kV e 125 kV. O tamanho das particulas foi medido
utilizando o software Imaged. A distribuicdo de tamanho das particulas foi calculada a
partir da medigcédo de 05 imagens de diferentes regides para cada formulagéo.
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= Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O microscépio eletrbnico de varredura é geralmente utilizado para
observacbes de amostras espessas, basicamente nao transparentes ao feixe de
elétrons incidente. A razao principal de sua utilizacdo esta associada a alta resolucao
e a grande profundidade de foco, resultando em imagens com aparéncia
tridimensional (YANG et al., 2008). Dessa maneira, foi a técnica aplicada para o
estudo das esferas e matrizes 3D de PCL e de PCL/nHA, utilizando os microscépios
HITACHI TM-1000 e Phenom ProX, empregando voltagens de aceleracao de 5kV,
10kV ou 15 kV. Ainda, para visualizagao da estrutura interna das esferas, estas foram
embutidas em resina epo6xi transparente (utilizando moldes apropriados) e as pecas
resultantes foram cortadas, lixadas e polidas até tornar-se aparentes as seccoes
transversais das esferas. Quando necessario, as amostras receberam recobrimento
metalico com ouro utilizando os equipamentos: BIORAD SC-500 Sputter coater e
Quick Coater SC-701 Sanyu Electron. O dimensionamento das esferas e matrizes 3D
foi realizado utilizando o software ImagedJ. Para gerar os histogramas referentes a
faixa de didmetro das esferas produzidas, a contagem de particulas foi realizada a

partir de 05 imagens obtidas de diferentes regides do material.
= Microscopia Otica (MO)

Analises morfologicas das esferas e das matrizes 3D foram realizadas

utilizando um microscépio 6tico (Advanced 3D Digital, Hirox - KH 7700).
» Determinagdo do Tamanho de Particula

Para determinacgéo da distribuicdo do tamanho de particula das nHA e fosfato
de célcio comercial, foi utilizado o método de difracdo (Masterizer S, Malvern) com
laser de He-Ne e A=632,8 nm, empregado para analise do fosfato de calcio comercial.
As amostras foram submetidas as analises sob a forma de po, dispersas em agua e

banho ultrasdnico (20 min.) antes da medicéo.
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= Determinacao da Superficie Especifica

A superficie especifica das nHA e fosfato de calcio comercial foi determinada
por método cromatografico (Monosorb Surface Area Analyser MS-13, Quantachrome)
utilizando BET isotérmico, a partir das medidas de adsorcéao de N2> correspondentes.

= Determinacao da Densidade

A densidade real das nHA e fosfato de célcio comercial foi medida por

picnometria de Helio (Multipycnometer, Quantachrome).

= Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A calorimetria exploratéria diferencial € um tipo de analise térmica que permite
o estudo quantitativo das transicées térmicas em materiais, por meio do registro das
diferencas dos fluxos de calor, associadas as transicoes de fase apresentadas pelas
amostras. Todos os eventos térmicos registrados em DSC sédo apresentados como
desvios da linha de base, na absorcao ou liberacdo de calor (CARVALHO, 2012;
STEVENS, 1999).

Neste trabalho, esta analise foi empregada para caracterizar o polimero
policaprolactona, na forma de pellet e de esferas, e as esferas do compédsito PCL/nHA.
Para realizagao das medicdes foi utilizado o equipamento DSC Q20 (TA Instruments),
com taxa de aquecimento de 10 °C por minuto, de 25 °C até 100 °C, e atmosfera inerte

de nitrogénio.

= Andlise Termogravimétrica (ATG)

A Andlise Termogravimétrica (Equipamento ATD-TG Setsys Evolution,
SETARAM, Franca) foi utilizada para medir a quantidade de hidroxiapatita
encapsulada na matriz polimérica. A variacdo de massa € observada mediante
processo de aquecimento com atmosfera controlada, em um sistema fechado (HUNG,
2011; BROWN, 2001;). As medicbes foram realizadas sob atmosfera de ar a um fluxo
continuo de 50 mL/min, em cadinhos de platina de 100 pL, com amostras na faixa de
50-100 ug, e aquecimento de 40 °C a 600 °C (10 °C/min).
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= Ensaio de Bioatividade in vitro

A capacidade de ligacao entre o tecido ésseo e um material especifico pode
ser avaliada examinando-se a habilidade de formacao de apatita na superficie deste
material, a partir da imersdo controlada em fluido fisiolégico artificial (SBF), de
concentragbes ibnicas semelhantes as do plasma sanguineo humano (Tabela 4)
(KOKUBO; TAKADAMA, 2006). Este ensaio foi realizado com base na norma ISO
23317-2007: “Implants for surgery — In vitro evaluation for apatite-forming ability of

implant materials”.

Tabela 4 — Concentracdo i6nica do fluido corpéreo simulado e do plasma sanguineo humano
(10-3 mol/L) (RAMIREZ, 2010).

ION SBF* PLASMA SANGUINEO
Sodio (Na*) 142,0 142,0
Potassio (K*) 5,0 5,0
Magnésio (Mg?*) 1,5 1,5
Calcio (Ca?") 2,5 2,5
Cloro (CI) 147.,8 103,0
Hidrogenocarbonato (HCOs) 4,2 27,0
Hidrogenofosfato (HPO.?) 1,0 1,0
Sulfato (SO4?) 0,5 0,5

Para a preparagdo do SBF, em 700 mL de agua deionizada sob agitacao
magneética a 36,5 + 0,1 °C, utilizando um recipiente de polietileno, foram dissolvidos
os reagentes listados na Tabela 5, na ordem em que se encontram. Os reagentes sao
adicionados cautelosamente, ap6s a completa dissolugao do anterior. O controle de
pH é realizado a partir da adi¢gdo do TRIS, pelo qual se ajusta ao valor final de 7,4. Em
seguida, a solucao € ajustada ao volume final de 1000 mL pela adigdo das aguas de
lavagem e agua deionizada, e conservada a 5-10 °C.

As matrizes 3D, previamente lavadas com agua destilada e etanol 70 %,
secadas em estufa a 37°C (24 h) e pesadas, foram imersas em SBF utilizando
recipientes de polietileno tampados. O volume (V) de SBF utilizado foi calculado em
funcéo da area superficial aparente (ASa) da amostra, a uma razao V/ASa de 14/1, e
estas posicionadas com a superficie plana perpendicular ao fundo do recipiente. As
composi¢cées MPCL e MPCL/nHA 30, 35, 40 e 45 foram submetidas ao ensaio (n=2),
armazenadas a 37 °C, e avaliadas a 7, 14, 21 e 28 dias, havendo troca das solucées
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de SBF a cada 7 dias. Ao final, as matrizes foram secadas em estufa a 37°C por 24
horas, pesadas e armazenadas. Para avaliagdo dos resultados, as amostras foram
observadas por Microscopia Eletronica de Varredura.

Tabela 5 — Reagentes utilizados para preparacdo do SBF.

Ordem Reagente Quantidade  Pureza Fornecedor
1 Cloreto de Sédio (NaCl) 8,035 ¢g 99,5 % P.A. Nuclear
2 Bicarbonato de Sédio (NaHCO:s) 0,355¢ 99,5 % P.A. Nuclear
3 Cloreto de Potassio (KCI) 0,255 ¢g 99,5 % P.A. Nuclear
4 Fosfato de Potassio Dibasico 0,176 g 99,0 % P.A. Nuclear

(KeHPQ4)
5 Cloreto de Magnésio Hexahidratado 0,311 g 98,0 % P.A. Vetec
(MgCl2.6H20)
6 Acido Cloridrico (HCI; 1M) 39 mL - P.A. Isofar
7 Cloreto de Célcio Dihidratado 0,387 g 95,0 % P.A. Nuclear
(CaCl2.2H20)
8 Sulfato de S6dio (Na2S04) 0,072 g 99,0 % P.A. Nuclear
9 TRIS (Hidroximetil) Aminometano 6,118 ¢ 99,0 % P.A. Nuclear
10 Acido Cloridrico (HCI; 1M) Oa5mL - P.A. Isofar

= Cultura Celular

As células das linhagem fribroblastica L929 foram adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro - BCRJ, armazenadas e cultivadas no CERTBIO. As células
séo cultivadas em placas de Petri ou frascos de cultura, em meio de cultura RPMI-
1640 (composto por 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibi6tico e antimicotico) em
incubadoras com atmosfera de 5 % de CO2 a 37 °C, com umidade. E efetuada a troca
de meio de cultura de 2 a 3 vezes por semana.

= Avaliacéo da Viabilidade Celular

Para avaliar a viabilidade das células em presenca do PCL, foi realizado o
teste de citotoxicidade, seguindo a norma ISO 10993-5: “Biological evaluation of
medical devices — Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity”. Membranas de PCL foram
produzidas a partir da dissolugao do polimero em diclorometano a uma concentracédo
de 10 %(m/v) sob agitacdo magnética a temperatura ambiente. Em seguida, 20 mL da
solugdo polimérica foram vertidos em placas de Petri e mantidos em capela de
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exaustao até a completa evaporacédo do solvente. Amostras circulares (& =3,2 mm)
obtidas das membranas foram lavadas com agua deionizada, etanol 70 % e solugéo
tampao fosfato salina (PBS) antes do teste. Primeiramente, células da linhagem
fibroblastica L929 foram cultivadas em placas de cultura de 96 pocos com meio de
cultura RPMI-1640 (composto por 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibiético e
antimicotico) durante 24 horas. Ap6s 24 horas, o meio de cultura foi trocado e as
amostras foram inseridas nos po¢os de cultura, permanecendo 24 horas em contato.
ApGs esse periodo, o meio de cultura e as amostras foram retirados e foi adicionada
uma solucéo de MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium) a 1
mg/mL em PBS (a solugéo final de MTT ¢é filtrada em membrana com poro de 0,22
um). As placas foram novamente incubadas por um periodo de 3 horas. Apds essa
incubacédo, foram descartados o sobrenadante e adicionados 100 uL de alcool
isopropilico por poco. Como controle da viabilidade celular foi utilizado somente a
linhagem celular em meio de cultura.

A leitura da densidade o6tica foi determinada em espectrofotdmetro (Victor X3,
Perkinelmer) a 570 nm com filtro de referéncia de 650 nm. O célculo da viabilidade
celular foi realizado mediante teste de Grubbs (n=12), em porcentagem,

considerando-se o controle como 100 % de viabilidade.

» Ensaio Biol6gico de Adeséao Celular

Para a realizagédo do ensaio de adesao celular, primeiramente as matrizes 3D
foram mantidas em etanol 70 % durante 24 horas e, posteriormente, lavadas em PBS
estéril 03 vezes. Em seguida, as amostras foram colocadas em placas de 48 pocos e
mantidas em estufa a 37 °C por 24 horas. Apds secagem, as amostras foram mantidas
em meio de cultura durante 24 horas. Em sequéncia, as células da linhagem
fibroblastica L929 foram plagueadas diretamente sobre as matrizes 3D (n=5), com
uma densidade celular inicial de 1x10° células/pogo. Apds 07 dias de cultivo, a adesao
celular foi avaliada pela observacdo da superficie das amostras por Microscopia
eletrénica de varredura (MEV). Células cultivadas diretamente sobre a superficie da
placa de cultura celular foram utilizadas como referéncia. Para controle da
interferéncia do meio de cultura no material foram avaliadas matrizes 3D submetidas
ao mesmo procedimento, na auséncia de células. Para observagao dos resultados por
MEV, as células foram fixadas pela imersao das matrizes em soluc¢do de formaldeido
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3,7 % (PBS) durante 10 minutos. Em sequéncia, as amostras foram imersas em etanol

98 %, secadas e recobertas com ouro.
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Figura 16 — Fluxograma experimental da pesquisa.



4 RESULTADOS
4.1 Nanoparticulas de hidroxiapatita (nHA)

A partir do método de precipitagdo quimica via umida empregado foi obtido
com éxito um material com aspecto fisico de um p6 de coloracao branca, conforme

apresentado na Figura 17.

Figura 17 — Nanoparticulas de hidroxiapatita obtidas pelo processo de precipitagdo quimica
via Umida, (a) na forma de blocos e (b) na forma de pé ap6s ser moido e classificado.

A partir dos resultados obtidos por DRX da amostra nHA, foi identificada a
presenca de uma unica fase cristalina, correspondente a hidroxiapatita deficiente em
calcio (CagHPO4(PO4)sOH; JCPDS 00-046-0905). No padrao de DRX obtido foram
observados picos alargados em todo o intervalo 20, caracteristicos de nanocristalitos
(KHALID et al., 2013; RAJKUMAR; SUNDARAM; RAJENDRAN, 2011). A analise
quantitativa da amostra foi realizada pelo método de refinamento Rietveld, com o
arquivo do banco de dados ICSD (Collection Code n°.151939;
Ca10(PO4)s5,55(HPO4)0,4500,53(OH)1,39). A Figura 18 apresenta os padrdes de difracao
experimentais e calculados por refinamento Rietveld para as nHA. Na Tabela 6 estao
relacionados os resultados obtidos pelo refinamento Rietveld para os parametros de
rede e volume da célula unitaria.

Ao longo do plano (002), com indice de Miller (0 0 1), observou-se uma
diminuigdo significativa da largura a meia altura com relacdo aos demais picos,
resultado da difracdo de maior quantidade de unidades do cristal, indicando um
crescimento preferencial do cristalito ao longo do eixo Z. O tamanho médio de cristalito
calculado a partir da equacgéo de Scherrer foi de 21,19 nm.

A sinterizacdo a temperaturas elevadas tende a eliminar o grupo funcional OH
da estrutura da HA, provocando a decomposicao da fase HA e formacgao das fases a-
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Figura 18 — Padrdes de DRX experimentais e calculados por refinamento Rietveld da nHA,
obtida por precipitagdo quimica.

Tabela 6 — Dados dos parametros de rede e volume da célula unitaria da nHA, obtidos por
refinamento Rietveld.

Parametro nHA
a=b (A) 9,42079
c (A) 6,87732
a=8(°) 90
V) 120
Volume (A3) 528,598

TCP, B-TCP e TTCP (MURALITHRAN; RAMESH, 2000). Conforme indicado no
diagrama de equilibrio de fases do sistema CaO-P-Os (Figura 19), a HA
estequiométrica, permanece estavel até temperaturas superiores a 1200 °C (QUE et
al., 2008). Com a razao Ca/P menor que 1,67, ocorre a decomposicao de fase da HA
em TCP e HA, enquanto se essa razao for maior que 1,67, ocorre a decomposicéo de
fase da HA em CaO e HA. Logo, no intuito de estimar a relacdo Ca/P da nHA
sintetizada nesta pesquisa, esta foi calcinada a 1100 °C (15 h) e foi obtido o padréo
de DRX apresentado na Figura 20, onde pode ser observado o surgimento de dois
picos adicionais localizados a 26 24,1° (d=3,689 A) e 26 30,7° (d=2,912 A). A Figura
21 apresenta os padrbes de difragdo experimentais e calculados por refinamento
Rietveld para a nHA calcinada. Foram identificadas duas fases cristalinas,
correspondentes em 83,2 % a hidroxiapatita (Ca1o(PO4)sOH2) (JCPDS 09-0432) € 16,8
% ao a-fosfato tricélcico (a-Cas(POa4)2; JCPDS 09-0348), correspondendo os picos



73

anteriores com as difracdes de indice de Miller (2 4 1) e (1 7 0), respectivamente. A
andlise quantitativa da amostra foi realizada com os arquivos do banco de dados ICSD
(Collection Code: n°.26205 - Caio(PO4)s(OH)2; n°.923 - a-Casz(POa)2). Esses
resultados confirmaram a deficiéncia em calcio apresentada pelo material, com razao

Ca/P de 1,64. Resultados consonantes a estes foram encontrados por Zhang e Zhang
(2011).
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Figura 19 — Diagrama de equilibrio de fases do sistema CaO-P:0s. A linha vermelha indica a
HA estequiométrica (Razao Ca/P 1,67) (RIBOUD, 1973).
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Figura 20 — Padrdes de DRX da amostra nHA obtida por precipitagdo quimica, e da amostra
nHA calcinada a 1100 °C. Os picos adicionais observados estao indicados pelas setas.
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Figura 21 — Padrées de DRX experimentais e calculados por refinamento Rietveld, da amostra

nHA obtida por precipitagdo quimica, calcinada a 1100 °C.
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A morfologia (forma e tamanho) das nanoparticulas de hidroxiapatita depende
das condicbes de sintese tais como a concentracdo dos precursores, condigdes de
mistura, pH inicial e temperatura (PAZ et al., 2012).

Analises por microscopia eletrénica de transmissdao da amostra nHA foram
realizadas, para caracterizacao da morfologia das particulas obtidas. As micrografias
estdo apresentadas na Figura 22, obtidas de diferentes regides, nas quais foi
observada a presenca de aglomerados de nanoparticulas de caracteristica
anisotrépica, predominantemente na forma de hastes/bastbes, com vértices
arredondados. Nessas imagens foram observadas estruturas nanométricas de forma
circular e ovalar, distribuidas ao longo das particulas, conforme indicado nas imagens
22(c) e 22(d), com ampliacdo nas imagens 22(e) e 22(f). De acordo com Ramirez
(2010) e Xin, Leng e Wang (2006), o feixe de elétrons do microscopio induziria a
liberacdo de agua no interior das particulas, originando estruturas semelhantes a
bolhas.

A partir dessas imagens foram medidos a largura € o comprimento das
particulas, conforme observado no histograma da Figura 23. Esse histograma exibe
centro deslocado, resultado do formato alongado dessas nanoparticulas, que
apresentaram, majoritariamente, dimensdes médias de 42+14,5 nm de comprimento
e 812 nm de largura. Esses resultados estdo em consonancia com os observados nos
difratogramas de DRX, que indicaram crescimento preferencial ao longo do eixo z nos
cristais da hidroxiapatita. A Tabela 7 relaciona os valores para o tamanho médio de
cristalito calculados a partir da equagcado de Scherrer, e os tamanhos médios de

particula medidos a partir das imagens de MET.
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Figura 22 — Imagem por MET da amostra nHA em diferentes regides da grade de transmisséo.
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Figura 23 — Histogramas das imagens por MET da amostra nHA.
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Tabela 7 — Tamanho médio de cristalito estimado pela equagéao de Scherrer e tamanho médio
de particula estimado por MET para a amostra nHA.

Método Direcao Medida (nm)
Tamanho médio
Scherrer de cristalito 21,19
MET Comprimento 42,0 (x14,5)
Largura 8,0 (x2,0)

Os resultados obtidos por DRX e MET demonstraram que foram produzidas
particulas de hidroxiapatita em escala nanométrica, condizentes com o valor de
superficie especifica medido, de 90,1 m?/g. Comparando-se o valor da densidade da
amostra nHA, de 3,08 g/cm3, com a densidade tedrica de 3,156 g/cm? da hidroxiapatita
estequiométrica, tem-se uma diminuigao causada pelas diferengas do cristal de nHA,
decorrentes da deficiéncia em célcio (ELLIOTT, 1994).

O espectro de infravermelho da amostra de nHA esta apresentado na Figura
24, enquanto as atribui¢cdes identificadas no espectro, estdo relacionadas na Tabela
8. Com base no estudo de Mochales et al. (2011) acerca de nanocristais de
hidroxiapatita deficiente em calcio, foram identificadas as bandas correspondentes ao
grupo fosfato (PO4+*) em 1089 cm™ e 1123 cm™' (deformacgéo axial assimétrica, v3), e
em 962 cm™' (deformagéo axial simétrica, v1). A banda de absorcio detectada em 874
cm™ corresponde a deformagao axial simétrica (v1) do grupo HPO.2. As bandas de
absorbancia caracteristicas do grupo hidroxila da HA foram observadas em 3570 cm
(estiramento) (PETER et al., 2010).

As bandas indicadas pela absorcdo na regido de 1364 a 1556 cm
correspondem a deformacg&o axial assimétrica (v3) do grupo COs?, incorporadas aos
sitios estruturais POs> e OH. A presenca do carbonato na estrutura se deve
provavelmente ao gas carbbnico proveniente da atmosfera de reacdo (WANG et al.,
2010; WANG et al, 2006).

No intervalo de 2675 cm' a 3535 cm, e de 1570 a 1740 cm, foram
observadas bandas de absorcado largas referentes a presenca de agua no material,
estrutural e absorvida (adsorvida) na superficie, respectivamente (RAMIREZ, 2010).
Em comparagdo com os espectros obtidos por Mochales et al. (2011) e Wang, Liu e
Guo (2010), devido a intensidade das referidas bandas, observa-se a baixa presenca

de agua nas amostras.
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Figura 24 — Espectro de FTIR das nanoparticulas de HA obtidas por precipitacdo quimica.

Tabela 8 — Atribuicbes das frequéncias vibracionais observadas no espectro de FTIR
apresentado na Figura 24.

Frequéncias

Atribuicoes vibracionais (cm™)

OH estrutural 3570

H-O absorvida 3535-2675

H-O absorvida (v2) 1740-1570

Grupo COs (W3) 1556-1364
PO (V3) 1089
PO (13) 1023
PO (V1) 962
HPO,> 874

4.1.1 nHA apods modificacao de superficie com acido estearico (AE)

Durante os testes realizados para a producdo das esferas do compdsito
PCL/nHA, foi observado que quantidades consideraveis de HA das dispersdes nao
chegavam a ser bombeadas juntamente com a solugao polimérica, para formagéo da
emulsdo. A amostra nHA foi modificada superficialmente por acido estearico, na

tentativa de obter um melhor aproveitamento do material, além de melhor interacao
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com o polimero. Macroscopicamente, o pé de nanohidroxiapatita apresentou aspecto
fisico idéntico ao das nHA sem tratamento.

O espectro de infravermelho obtido para as nHA modificadas com acido
estearico pode ser observado na Figura 25, em comparacéao as nHA sem modificacao.
As atribuicbes identificadas estao relacionadas na Tabela 9.

Foi observado o surgimento de quatro bandas de absorcéo, a 2960 cm, 2922
cm™, 2852 cm™ e 720 cm’, referentes aos grupos CHs e CH2 da molécula de AE. O
aparecimento de uma banda a 1550 cm™' também foi identificado, correspondente ao
carboxilato de calcio (grupo COOCa, deformacgao axial assimétrica) formado devido a
interacdo entre o Ca?* da HA e o COOH do AE. Ainda, a banda de absorcédo observada
a 1740 cm™ corresponde, provavelmente, a vibragdo C=0O caracteristica do AE
(LIUYUN et al., 2012; ZHANG et al.,, 2012 LI; WENG, 2008). As demais bandas
caracteristicas da HA, previamente identificadas, também foram observadas,
indicando que nao houve alteragao na estrutura da HA. Além disso, comparando-se
estes resultados com o estudo de Li e Weng (2008), que experimentou variadas
concentracdes de AE (1 %, 3 %, 5 %, 7 %, 9 % e 11 %), os picos adicionais aqui
descritos nao apresentaram forte intensidade, compativeis com o espectro de 5 % do
autor.

O resultado obtido para superficie especifica da nHA modificada, foi de 61,3
m?/g. A diminuigdo da superficie especifica com relagédo as nHA ndo modificadas (90,1
m?/g) também revela a efetividade do tratamento realizado.

No intuito de observar a morfologia das nanoparticulas de HA apds a
modificagao por acido estearico, foram realizadas analises por MET, obtendo-se as
imagens apresentadas na Figura 26. De acordo com as micrografias, a forma e o
tamanho das particulas ndo foi alterado, porém o tamanho dos aglomerados de
particulas foi reduzido significativamente. Esse efeito também foi observado nos

resultados de Liuyun et al. (2012).
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Figura 25 — Espectro de FTIR das nanoparticulas de HA obtidas por precipitagdo quimica,
com e sem modificagédo superficial por acido estearico.

Tabela 9 — Atribuicbes das frequéncias vibracionais observadas no espectro de FTIR
apresentado na Figura 25.

o Frequéncias
e vibracionais (cm™)
CHs, CHz 2960, 2922, 2852, 720
C=0 1740

COOCa 1550
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Figura 26 — Imagem por MET das nHA ndo-modificadas (a) e modificadas por acido estearico
(b,c).

Com o objetivo de observar possiveis modificagdes no comportamento das
nHA em solugbes nao aquosas, foi realizado um experimento controle entre
dispersdes de nHA em diclorometano, avaliando-se o tempo de sedimentacéo dessas
particulas. Para isto, nHA com e sem acido estearico foram dispersas em
diclorometano por agitacao em ultrassom durante 30 minutos. O comportamento da
dispersao foi monitorado a temperatura ambiente em fungdo do tempo. Ao serem
adicionadas, as nHA sem AE sedimentaram imediatamente, enquanto as nHA com
AE dispersaram no DCM sem a aplicagéo de agitacao (Figura 27). Apds a agitagao foi
observado que as particulas sem acido estedrico levaram 5 minutos para atingir o
fundo do recipiente, enquanto as nHA modificadas, permaneceram dispersas 1 hora
apos a agitacdo. Isso indica a mudanca na polaridade das particulas apés a
modificacao, corroborando com os resultados de DRX, FTIR, MET e superficie
especifica.



Figura 27 — Imagens referentes ao momento imediato a adicdo das nHA no DCM, sem
agitacao: (a,b) nHA sem AE; (c,d) nHA com AE.

4.2Fosfato Tricalcico (TCP)

O fosfato tricalcico comercial utilizado para realizar os testes anteriores aos
de obtencdo do compésito PCL/nHA foi analisado por Difragdo de Raios X e por
Microscopia Eletrénica de Transmissdo, para identificacdo das fases cristalinas
presentes no material, assim como para conhecimento da morfologia das particulas.

De acordo com a analise de DRX foi determinada a presenca de duas fases
cristalinas, correspondentes em 50 % a monetita (CaHPOs, PDF 009-0080), e 50 % a
hidroxiapatita deficiente em calcio (CagHPO4(PO4)sOH, PDF 046-0905) (Figura 28). A
partir da micrografia obtida por MET (Figura 29), é possivel identificar aglomerados de
particulas em formato de hastes, com vértices arredondados, medindo 300+20 nm de
comprimento e 50+10 nm de largura. O resultado para a superficie especifica do TCP
analisado foi de 17,17 m?/g, com densidade de 3,007 g/cm3.
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Figura 28 — Padrao de DRX do TCP comercial.

Figura 29 — Micrografia obtida por MET, do TCP comercial.

TCP

HA-Deficiente
em calcio

Monetita




84
4.3 Policaprolactona (PCL)

A investigacdo da organizacdo da cadeia polimérica é de fundamental
importancia, ja& que os parametros identificados estdo diretamente relacionados as
propriedades fisico-quimicas do material e suas possibilidades de processamento,
sendo essenciais para a determinacao do potencial de reatividade e compatibilidade
com outros sistemas (LOPES; FASCIO, 2004).

Na Figura 30 é apresentado o espectro obtido por FTIR da PCL utilizado na
pesquisa, que exibem as bandas de absorcdo de um poliéster linear alifatico. Na
Tabela 10 estdo relacionadas as atribuicdes identificadas. E possivel identificar
inicialmente uma banda de forte intensidade a 1722 cm', referente ao grupo carbonila.
As bandas de absorcdo observadas a 2942 cm™' e 2868 cm’', correspondem a
deformacao axial assimétrica e simétrica do grupo CHz, respectivamente. As bandas
de absorbancia identificadas a 1170 cm™ e 1165 cm, correspondem & vibragdo OC-
O simétrica. A banda caracteristica da vibragdo COC assimétrica foi observada a 1249
cm™ (PHILLIPSON; HAY; JENKINS, 2014; SENEDESE, 2011; ELZEIN et al., 2004).
Segundo Coleman e Zarian (1979), a banda identificada a 1293 cm™' é atribuida aos
sitios estruturais C-C e C-O da fase cristalina da PCL. Ainda, a banda identificada a
1107 cm™' corresponde as vibragdes C-O e C-C da fase amorfa do polimero. Logo, as
bandas a 1293 cm™ e 1107 cm™ podem ser utilizadas para investigar possiveis
alteracdes na cristalinidade do polimero apds o processamento.
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Figura 30 — Espectro de FTIR da policaprolactona.
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Tabela 10 — Atribuicdes das frequéncias vibracionais observadas no espectro de FTIR
apresentado na Figura 30.

Frequéncias

TR vibracionais (cm™)
CHZ(Vas) 2942
CHa(vs) 2868
v(C=0) 1722

C-C e C-O (ve) 1293
Vas(COC) 1249
v(0C-0) 1170

V(COC) 1165
C-C e C-O (Vam) 1107

Utilizando a técnica de DSC, é possivel obter informacdes referentes as
variagbes de entalpia do material analisado. A curva de DSC obtida para a faixa de
temperatura de 25 °C a 100 °C esta representada na Figura 31. A temperatura de
fusdo do polimero é indicada pelo ponto maximo de liberagdo de calor do evento
exotérmico observado, a =58,15 °C, valor este de acordo com a faixa apontada pelo
fabricante e reportada na literatura (REZAEI; MOHAMMADI, 2013; DASH;
KONKIMALLA, 2012; WOODRUFF; HUTMACHER, 2010).

A partir das curvas de TG/ATD referentes ao PCL pellet (Figura 32) observa-
se que sua degradacao térmica ocorre em trés etapas. A primeira acontece de 40°C
a ~245 °C, relativos a desidratacdo do material e volatilizacao de possiveis residuos
presentes, e inicio da degradacao do polimero, ocorrendo uma perda de massa de
~0,5 %. Na segunda etapa ocorre a maior perda de massa (~90 %) até ~405 °C,
havendo nesta fase uma reacao de fragmentagao de grupos éster da cadeia principal.
De acordo com a pesquisa de Persenaire et al. (2001), nessa etapa ocorre a produgéo
dos gases H20, CO:2 e acido 5-hexendico. A terceira etapa (até ~535 °C) é resultante
de um processo de despolimerizagéo, havendo completa degradacéo da PCL e perda
de massa total. Esse comportamento também é reportado nas pesquisas de Agudelo
(2015), Alvarez (2012) e Persenaire et al. (2001).
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Figura 31 — Curva de DSC da policaprolactona CAPA 6800, de 25 °C a 100 °C.
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Figura 32 — Curvas TG/ATD da policaprolactona CAPA 6800.

Para avaliar a citotoxicidade da PCL adquirida, foi realizado o teste de
viabilidade celular. O teste consistiu em quantificar a viabilidade das células apds um
periodo de 24 horas de incubagédo das membranas de PCL (10% m/v) com as células.
Os resultados encontrados (Figura 33), demonstraram que a PCL ndo apresentou

alterag@o na viabilidade celular. Os valores estdo sumarizados na Tabela 11. Essa
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analise in vitro é uma das variaveis mais utilizadas na literatura para descrever a

biocompatibilidade de biomateriais e de moléculas bioativas.
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Figura 33 — Viabilidade dos macrofagos na presenga das membranas de PCL.

Tabela 11 — Percentuais de viabilidade celular obtidos das membranas de PCL.

Amostra Média (%) Desvio Padrao (%)
Membranas de PCL 90,67 8,38
Controle 100 2,88

4.4Esferas de policaprolactona

Esferas de PCL foram obtidas com sucesso aplicando-se o método de
emulsao simples 6leo/agua com evaporagao do solvente. Para todas as formulacoes
experimentadas, foi verificada a ocorréncia de um material de aspecto fisico de um pé
fino de cor aproximada ao branco (Figura 34). Aglomerados de esferas e fios
poliméricos foram também obtidos, ainda que em pequenas quantidades, e
descartados. Dentre as formulag¢des apresentadas a seguir, apenas no teste 05 foram
geradas maiores quantidades de aglomerados, macroscopicamente observadas. Ao
final do processo, residuos da solucdo polimérica foram verificados no recipiente
inicial, mangueira e conector de gotejamento, retirados com facilidade apds a
evaporagdo do solvente. Os dados experimentais investigados estdo descritos na
Tabela 12. A morfologia das esferas de PCL foi estudada a partir da velocidade de
agitacdo da emulsdo, da concentracao do agente estabilizante e da concentracao da
solucéo polimérica, utilizando analises por MEV.
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Figura 34 — Aspecto fisico das esferas de PCL obtidas por emulsédo simples 6leo/agua.

Tabela 12 — Relacao de testes realizados para obtencao de esferas de PCL e suas respectivas
variaveis.

Numero Conc. Razao nHA(ou Conc. Velocidade de Parametros fixados
do teste PCL ~ TCP)/ PVA agitacao inicial
(Yom/v) A. Esteérico (Yom/v) (rpm)
(Yom/m)
ESFERAS DE PCL (@ 10-150 pm)
01 10,0 . 2,5 5000 Antiespumante: 0,1 %
02 10,0 _ 2,5 7000 (V/v)
03 10,0 _ 2,5 10000 Proporgéo ¢6leo/agua:
04 10,0 _ 2,0 10000 1/20 — 20 mL/400 mL
05 10,0 . 1,5 10000 Velocidade de agitacédo
06* 10,0 _ 2,5 10000 final: 2000 rpm
07 7,5 _ 2,5 10000 Tempo de agitacéo
08 5,0 ) o 2,5 10000 inicial/final: 15 min./ 80
* Aumento do volume Oleo/Agua para 30 Fluxo de gotejamento 3 min.
mL/600 mL mL/min.

4.4.1 Influéncia da velocidade de agitacao da emulsao

As micrografias obtidas por MEV para os Testes 01, 02 e 03, em diferentes
aumentos, estdo apresentadas na Figura 35. Foi observado a predominancia de
particulas de formato esférico (razdo de aspecto =1), densas e com superficie lisa.
Para cada velocidade de agitacdo empregada foram obtidas esferas em diferentes
faixas de diametro. As faixas produzidas estdo relacionadas na Tabela 13, e seus
respectivos histogramas estdo apresentados na Figura 36. Com o aumento da
velocidade de 5000 rpm para 7000 rpm foi observado que, em ambas velocidades,
~55 % das esferas apresentaram diametro de até 20 um. A 7000 rpm foram
produzidas esferas de até 140 um, enquanto que a 5000 rpm esse valor foi de até 120
um. Com o aumento para 10000 rpm, ~70 % das esferas apresentaram até 20 ym e
diametro maximo de até ~120 um. Os resultados indicam que, nessas condigdes,
maiores velocidades de emulsionamento induzem a menores diametros das esferas,

nao havendo diferencas significativas entre 5000 e 7000 rpm.
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Figura 35 — Micrografias por MEV de esferas de PCL 10 % obtidas com diferentes velocidades
de agitagao: 5000 rpm (a, b, c¢); 7000 rpm (d, e, f); 10000 (g, h, i).

Tabela 13 — Faixa de didmetro das esferas obtidas dos testes 01, 02 e 03, para avaliagao da
influéncia de diferentes velocidades de agitagao.

Velocidade (rpm) Faixa de Intervalo de maior frequéncia (um)/
diametro (um) Quantidade de particulas (%)
TO1 5000 5-120 < 20/~55
To2 7000 5-140 < 20/~55

T03 10000 5-120 < 20/~70
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Figura 36 — Histogramas referentes ao diametro das esferas medido para os Testes 01, 02 e
03, para avaliagao da influéncia de diferentes velocidades de agitagao.

4.4.2 Influéncia da concentracao do agente emulsificante (PVA)

Foi avaliado a influéncia da concentragédo de PVA na morfologia das esferas
de PCL, a 1,5 %(m/v), 2,0 %(m/v) e 2,5 %(m/v), e as micrografias obtidas por MEV
estdo apresentadas na Figura 37. De acordo com as micrografias, observa-se a
predominancia de particulas esféricas para todas as concentragdes, sendo que a 1,5
% percebe-se a presenca de esferas irregulares e a formagdo de aglomerados. De
acordo com os histogramas apresentados na Figura 38, a fragéo de esferas de até 20
pum diminuiu de ~70 % (2,5 %) para ~ 35 % (1,5 %), enquanto a fragdo compreendida
entre 20-40 um, aumentou de ~20 % (2,5 %) para ~40 % (1,5 %) (Tabela 14). Esses
resultados apontam que a diminuicdo da concentracdo de PVA na fase continua,
ocasionou a producao de faixas de didmetro mais largas, assim como a formacao de

esferas irregulares.
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Figura 37 — Micrografias por MEV de esferas de PCL 10 % obtidas em diferentes
concentragdes de solugédo aquosa de PVA: (a) 2,5 %(m/v); (b) 2,0 %(m/v); (c) 1,5 Y%(m/v).

25%PVA B 20%PVA

80 a0 4
60

404

20 4

Quantidade de particulas (%)
Quantidade de Particulas (%)

= - = 04 ; ; ] ;
0 20 40 50 20 100 120 0 20 40 80 80 100 120 140

Diametro (um) Diametro (um)

100

1,5 % PVA -

804

B0

Quantidade de Particulas (%)

20 40 B0 B0 100 120 140 160
Diametro (pm)

Figura 38 — Histogramas referentes ao didmetro das esferas calculado para os Testes 03, 04
e 05, para avaliagao da influéncia de diferentes concentragées de PVA.
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Tabela 14 — Faixa de didametro das esferas obtidas dos testes 01, 02 e 03, para avaliagdo da
influéncia de diferentes concentracbes de PVA.

Concentracao de PVA Intervalo de maior frequéncia (um)/

Faixa de diametro (pum)

(% m/v) Quantidade de particulas (%)
TO1 2,5 5-120 < 20/~70
T02 2,0 5-140 < 20/~65
T03 1,5 5-160 20-40

4.4.3 Influéncia da concentracao de PCL

Na sequéncia de testes realizados, também foi investigada a influéncia de
diferentes concentracdes de PCL na solucao polimérica inicial, a 5 %(m/v), 7,5 %(m/v)
e 10 %(m/v). As micrografias obtidas por MEV, em diferentes aumentos, estao
apresentadas na Figura 39.

Foram identificadas particulas de formato esférico em todas as formulagdes,
havendo diferenciagbes na superficie das esferas conforme a mudanga na
concentragdao de PCL. Nesse caso, com o aumento da concentracdo sao geradas
superficies mais rugosas. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 15 e
na Figura 40, com o aumento da concentracdo foram geradas distribuicdes de
tamanho mais estreitas. Para 10 % de PCL, ~70 % das esferas apresentaram diametro
de até 20 um, enquanto que para 7,5% esse valor caiu para ~60 %. Para 5 % de PCL,
~55% das esferas exibiram diametro entre 20-40 um. A partir desses resultados, pode-
se inferir que com o aumento da concentracao de PCL em solugéo, distribuigcdes de
tamanho mais largas foram produzidas.
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7.5 % (miv) 10 % (m/v)

5 % (mlv)

LDZ6 «200 S00um

Figura 39 — Micrografias por MEV de esferas obtidas em diferentes concentracdes de PCL.:
10 % (a, b); 7,5 % (c, d); 5 % (e, f).

Tabela 15 — Faixas de diametro das esferas obtidas dos testes 06, 07 e 08, para avaliagao da
influéncia de diferentes concentragoes de PCL.

T06 10 5-120 < 20/~70
TO07 7,5 5-60 < 20/~60
T08 5 5-60 20-40/~55
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Figura 40 — Histogramas referentes ao didmetro das esferas obtidos nos testes 06, 07 e 08,
para avaliagao da influéncia de diferentes concentragdes de PCL.

4.4.4 Morfologia interna das esferas

Para analise da estrutura interna das esferas obtidas, estas foram
seccionadas (conforme descrito no topico 3.6.1). Na Figura 41 observa-se a superficie
de seccao transversal, a qual apresenta estrutura predominantemente densa, néao
expressando diferencas significativas em sua estrutura interna independentemente

das variaveis experimentadas.
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Figura 41 — Micrografias por MEV de esferas PCL 10 % obtidas com diferentes velocidades
de agitagdo: (a) 5000 rpm; (b) 10000 rpm.

4.4.5 Rendimento

Os rendimentos foram calculados com base na equagéo 2 para os testes 06,
07 e 08. Devido a similaridade do aspecto fisico das esferas obtidas para todas as
formulagbes, observado macroscopicamente, o calculo do rendimento foi restringido
a esses testes, para fins de comparagédo ao rendimento da esferas produzidas na
etapa 02. A Tabela 16 sumariza os resultados percentuais, apresentados na forma de
valor médio (n=3) e desvio padrao.

Todas as formulagdes avaliadas apresentaram rendimento acima de 60 %,
resultado aceitavel tendo em vista o método de producao aplicado, havendo aumento
do rendimento conforme a diminui¢cdo da concentracdo de PCL. As perdas se devem
aos aglomerados formados e aos residuos de solugao polimérica remanescentes no

equipamento de sintese.

Tabela 16 — Rendimento obtido para os testes 06, 07 e 08, da produgédo de esferas por
emulsao simples 6leo/agua (Média + desvio padrao).

TO6 10 62,2 4,2
TO07 7,5 64,4 £1,8
T08 5 66,2 + 5,5
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= Condicoes estabelecidas

A partir desse estudo foram estabelecidas as condicoes mais apropriadas
para o processamento de microesferas de PCL, tais como: concentragdo de PCL de
10 %(m/v)'!, concentracdo de PVA de 2,5 %(m/v), propor¢do em volume 6leo/agua
(1/20), utilizando os volumes de 30 mL e 600 mL, e velocidade de agitagao inicial de

10000 rpm, sendo o teste 06 considerado como referéncia.

4.5 Esferas de policaprolactona/fosfato tricalcico (PCL/TCP) (Etapa 01)

Os testes para producao de esferas de PCL/nHA foram iniciados utilizando o
PCL em combinacdo a um material comercial, o TCP, a fim de economizar as
nanoparticulas de HA produzidas na pesquisa. Ap6s a analise dos testes realizados
para obter esferas de PCL, foram estabelecidos alguns parametros experimentais, tais
como a concentracdo de PVA e a propor¢cdao em volume 6Oleo/agua. No entanto, o
conteudo de TCP a ser adicionado, juntamente com a velocidade de agitacdo do
sistema foram investigados, ja que a adicao das particulas sélidas interfe diretamente
na estabilidade da emulséo.

A partir do processo de emulsdo S/O/A foi obtido com éxito um material de
aspecto fisico pulverulento, branco (Figura 42). Durante o processo, aglomerados do
compoésito foram produzidos juntamente com as esferas em todas as condigdes,
sendo que o teste 04 apresentou menos aglomerados. Por se tratar de uma etapa
exploratdria do método de processamento, o rendimento néo foi calculado para estas
formulagbes. Com a finalidade de observar a possivel influéncia das variaveis de
processamento na morfologia das particulas, foram obtidas micrografias por MEV das
esferas em diferentes magnificagdes. Os dados experimentais estao relacionados na
Tabela 17.

! Neste trabalho, as esferas de PCL serao utilizadas como controle para fins de comparagao
com as esferas de PCL/nHA. Por isso, a concentragdo de PCL de 10 % foi escolhida com
base nos resultados mais favoraveis obtidos também nas Etapas 02 e 03.
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Figura 42 — Aspecto fisico das esferas de PCL/TCP obtidas por emulsédo sélido/6leo/agua.

Tabela 17 — Relacdo de testes realizados para obtencao de esferas de PCL/TCP e suas
respectivas variaveis.

No. Conc. Razéo TCP/ Conc. PVA Velocidade de Parametros fixados
do PCL A. Estearico (Yom/v) agitacao inicial
teste  (%om/v) (Yom/m) (RPM)
ESFERAS DE PCL/TCP (@ 10-150 pm) Antiespumante: 0,1 %
TO1 10,0 28,5/ -- 2,5 5000 (vIv)
T02 10,0 23,0/ -- 2,5 5000 Proporgéao éleo/agua:
TO3 10,0 23,0/ 5 2,5 7000 1/20 — 20 mL/400 mL
T04* 10,0 = 23,0/5 2,5 10000 Velocidade de agitagao
* Aumento do volume Oleo/Agua para Fluxo de gotejamento 2 mL/min. final: 2000 rpm
30 mL/600 mL Tempo de agitagéo
inicial/final: 15 min./ 80
min.

4.5.1 Influéncia da adicao de TCP

A velocidade de agitacao inicial foi de 5000 rpm, a concentragao de PCL de
10 % (m/v), variando-se o conteudo de TCP adicionado em 28,5 % e 23 % (m/m), sem
tratamento com &cido estearico, correspondentes aos Testes 01 e 02. Os resultados
obtidos estao apresentados na Figura 43.

De acordo com as micrografias, foram obtidas particulas de formato esférico
ou aproximado, predominantemente densas e com superficie rugosa. Diferentemente
das esferas de PCL, estas apresentaram ranhuras em sua superficie, com pontos
semelhantes a concavidades (Figura 43d) que podem ser originados devido aos
espacos ocupados pelo TCP dissolvido da superficie apés adicdo do HCI. E
importante ressaltar que, com a adi¢ao da HA ao sistema, foi gerado um maior nimero
de particulas irregulares (Figura 43b). A partir dos histogramas obtidos apresentados
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Figura 43 — Micrografias por MEV de esferas de PCL/TCP obtidas com diferentes contetdos
de TCP: 28,5 % (a)100x, (b)1000x; 23 % (c) 100x, (d) 1000x, (e) secgao 200x, (f) secgao 800x.

na Figura 44 (a,b) e sumarizados na Tabela 18, foram obtidas maiores fracbes de
esferas, ~40 %(a 28,5 %) e ~50 %(a 23 %), para a faixa de didmetro de 30-50 pm,
com distribuicdo de tamanho mais estreita a 23 % de TCP. Quanto a estrutura interna
das esferas, foi observada a efetividade da incorporacdo do TCP na forma de
aglomerados, com comprimento médio de 8 um, em uma faixa de 1-50 um,
distribuidos por toda a particula. Ainda, a partir do histograma obtido (Figura 44c), ~75
% dos aglomerados apresentaram comprimento de até 10 um.

Comparando-se estes resultados aos obtidos para as esferas de PCL sob as
mesmas condi¢cées, observa-se que faixas de didmetro mais estreitas foram

produzidas com a adicao do TCP.
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Figura 44 — Histogramas referentes ao didmetro das esferas obtidos nos testes 01(a) e 02(b),
para avaliacdo da influéncia de diferentes conteidos de TCP; e ao comprimento dos
aglomerados presentes no interior das esferas obtidos do teste 02 (c).

Tabela 18 — Faixas de diametro obtidas dos testes 01 e 02, para avaliagao da influéncia de
diferentes conteudos de TCP, e faixa de comprimento dos aglomerados de TCP no interior
das esferas para o teste 02.

Conteudo de Faixa de Intervalo de maior Faixa de comprimento
TCP (% m/m) diametro (um) frequéncia (um)/ Quantidade dos aglomerados de
de particulas (%) TCP (um)
TO1 28,5 5-110 30-50/~40 -
T02 23,0 5-90 30-50/~50 0,5-50

4.5.2 Influéncia da velocidade de agitacao com a adicao de TCP

Foi estabelecida a concentracédo de PCL de 10 %, com adi¢cdo de TCP a 23%
(tratado com &cido estearico), e velocidade de agitagéo inicial de 7000 rpm e 10000
rpm, correspondentes aos testes 03 e 04. As consequéncias na morfologia das
esferas foi avaliada por MEV e os resultados obtidos estdo apresentados na Figura
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45. Os respectivos histogramas podem ser visualizados na Figura 46, com os dados
sumarizados na Tabela 19.

Pode-se observar que foram produzidas particulas esféricas, e que a 10000
rom formou-se uma menor quantidade de particulas irregulares. Assim como nos
testes realizados para obtencgao de esferas de PCL, com o aumento da velocidade de
agitacdo, foram produzidas faixas de didmetro mais estreitas, o que demonstra a
semelhanca de comportamento da emulsao, independentemente da adicao do TCP,
para esta variavel. Em contrapartida, uma distribuicdo de tamanho mas larga foi
observada a 7000 rpm. A 7000 rpm, ~85 % das esferas apresentaram didmetro de até
70 ym, e a 10000 rpm, ~80 % exibiram até 50 pm. Internamente, as esferas
apresentaram aglomerados de TCP medindo uma faixa de comprimento entre 0,5-20
um. As composicdes com TCP tratado com AE exibiram distribuicdo de tamanho dos
aglomerados mais estreita, com ~98 % medindo até 10 um, quando comparados com
o TCP modificado. Essa redugcao do tamanho dos aglomerados também pode estar
associada ao aumento da velocidade de agitacao entre os testes 02 e 03.

Tabela 19 — Dados de faixa de didmetro das esferas obtidos dos testes 03 e 04, para avaliagao
da influéncia de diferentes velocidades de agitacao, e faixa de comprimento dos aglomerados
de TCP no interior das esferas para o teste 03.

Velocidade Faixa de Intervalo de maior Faixa de comprimento
de agitacao diametro (um) frequéncia (um)/ Quantidade  dos aglomerados de
(rpm) de particulas (%) TCP (um)

TO3 7000 5-150 50-70/~30 0,5-20
T04 10000 5-110 30-50/~50 -
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Figura 45 — Micrografias por MEV de esferas de PCL/TCP 23 % obtidas com diferentes
velocidades de agitagdo: 7000 (a) 200x, (b) 500x; 10000 (c) 200x, (d) 500x.
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Figura 46 — Histogramas referentes ao didmetro das esferas obtidos nos testes 03(a) e 04(b),
para avaliacdo da influéncia de diferentes velocidades de agitacdo; e ao comprimento dos
aglomerados presentes no interior das esferas obtidos do teste 03 (c).

4.5.3 Influéncia do tratamento do TCP com acido estearico

No intuito de investigar a efetividade do tratamento com acido estearico na
incorporacao do TCP a matriz polimérica nas esferas PCL/TCP, a analise por TG foi
empregada. Esta andlise é baseada na continua medigdo de peso do material
analisado, enquanto este é submetido ao aumento de temperatura. Altas temperaturas
resultam na decomposi¢cao do polimero. No caso do compoésito estudado, com a
decomposicédo do PCL é possivel identificar o percentual de massa remanescente,
relativo ao TCP presente no material. As curvas de TG obtidas das esferas de
PCL/TCP em comparacao as esferas de PCL estdo apresentadas na Figura 47. As
curvas referentes as esferas de PCL e PCL/TCP indicam a ocorréncia das mesmas
etapas de degradacéo descritas para o PCL pellet no topico 4.3. Na Tabela 20 estédo
relacionados os conteudos percentuais teoricos e reais de TCP nas esferas. Mesmo
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que a diferenca nao tenha sido significativa (de 16,3 % para 16,7 %), com o tratamento

do TCP com AE obteve-se a incorporacdo de maior conteudo deste a matriz

polimérica.
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Figura 47 — Curvas TG/DTG do PCL pellet (a), esferas de PCL 10 %(m/v) (b); e esferas de

PCL/TCP com 23 %(m/m) de conteudo de TCP, antes (c) e apos (d) tratamento com &acido
estearico.

Tabela 20 — Dados das esferas de PCL/TCP 23% com e sem AE, obtidas na Etapa 01,
relacionando o conteudo tedrico (inicial) e real no compésito, obtido por TG.

Conteudo de nHA no composito (%)

Teorico Real
T02 23 (S/AE) 16,3
T03 23 (C/AE) 16,7

Os resultados obtidos para as esferas de PCL/TCP, comparados aos obtidos
para as esferas de PCL, indicaram que a adicdo de particulas sélidas a emulséo

interfere na sua estabilidade, ja que o material ceramico, pela sua polaridade, tende a
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migrar para a interface Oleo/agua, interferindo na morfologia final do material
produzido (CHEVALIER; BOLZINGER, 2013). Além disso, essa estabilidade é
modificada conforme a variacdo na morfologia dessas particulas e nas suas
caracteristicas fisico-quimicas. Os resultados obtidos da caracterizagdo das nHA
sintetizadas e do TCP comercial, demonstraram as suas diferengcas quanto a
composicdo e morfologia, sendo o TCP um material com superficie especifica
aproximadamente 5 vezes menor que as nHA, além de mais soluvel. Dessa forma, a
Etapa 01 foi considerada como exploratéria do método, e as discussbes acerca da
emulsao S/O/A foram embasadas nos experimentos das Etapas 02 e 03, para os

compositos PCL/nHA.

= Condicoes estabelecidas

Com os testes realizados nesta etapa, algumas condigbes experimentais
apropriadas puderam ser estabelecidas para o inicio da produgédo de esferas de
PCL/nHA: a velocidade de agitacao inicial de 10000 rpm, a necessidade de melhorar
o rendimento de HA no experimento, de avaliar a influéncia da mudanca de
concentragdao de PCL no encapsulamento das nHA e dos diferentes conteudos de
nHA.

4.6 Esferas de policaprolactona/nanohidroxiapatita (PCL/nHA)
4.6.1 Esferas de PCL/nHA (Etapa 02)

Compoésitos de PCL/nHA foram obtidos por meio do método de emulsédo
S/O/A com evaporacao do solvente. Nesta etapa, os valores de concentracdo do PVA
e a velocidade de agitacado inicial foram mantidos constantes, variando-se a
concentragdo de PCL e de nHA das dispersbes. As formulagées experimentadas
estdo listadas na Tabela 21. Um p6 de coloragéo branca foi produzido (Figura 48) e
aglomerados do compdsito se formaram em todas as composi¢cées, mesmo que em
pequenas quantidades, com maiores incidéncias nos testes 01 e 03. Formulagdes
com PCL 10 % e nHA 28,5 % néao foram alcancadas, devido a excessivas
aglomeracdes. Macroscopicamente, as dispersbes com nHA tratadas com &cido
estearico exibiram mais estabilidade, ndo ocorrendo a sedimentagédo de particulas
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antes da finalizacao do gotejamento. Porém, ao término do processo, apos a filtragem
a vacuo, quantidades consideraveis de nHA permaneceram nao incorporadas. Optou-

se, entdo, pela adicdo do HCI ao sistema, para dissolucao do excesso de nHA.

Figura 48 — Aspecto fisico das esferas de PCL/nHA (Etapa 02) obtidas por emulsdo
solido/6leo/agua.

Tabela 21 — Relagdo de testes realizados para obtengédo de microparticulas de PCL/nHA e
suas respectivas variaveis.

NGmero Razéo nHA/ Conc. Velocidade de A :
do teste A. Esteérico PVA agitacao inicial Parametros fixados
(%m/m) (%miv) (RPM)

ESFERAS DE PCL/nHA (nHA) — ETAPA 02 (J 10-150 pum)
TO1* 10,0 23,0/5,0 2,5 10000 . .
T02 10,0 17.0/5.,0 2.5 10000 A”t'esgug‘lilr;te' 0.1
TO3 7,5 28,5/5,0 2,5 10000 Velogidade de
To4 7,5 23,0/5,0 2,5 10000 agitacio final: 2000
T05 7,5 17,0/5,0 2,5 10000 grtag om
TO6 5,0 28,5/5,0 2,5 10000 o
T07 7.5 23,0/ -- 2,5 10000 Tempo de agitagao

Proporcéo Oleo/Agua 1/20 — 30 mL/600 . ) inicial/final: 15 min./

mL Fluxo de gotejamento 2 mL/min. 80 min.

4.6.1.1 Influéncia da concentragdo de PCL

Para avaliacdo da influéncia de diferentes concentragbes de PCL, as
formulacbes 01 e 04, e 03 e 06 foram comparadas. A morfologia das particulas obtidas
foi analisada por MEV (

Figura 49). Nota-se que, para todas as formulacdes, foram produzidas
particulas esféricas, densas ou porosas. Ainda, as micrografias de particulas
individuais (
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Figura 50) indicam a formacdo de superficies rugosas, sendo essas
rugosidades semelhantes a colmeias. Observa-se que “colmeias” mais definidas
ocorreram independentemente da concentracdo de PCL (Fig.50 a,g.j), porém a
ocorréncia dessa estruturacao variou para diferentes conteudos de nHA (Fig.50 d,f).
As imagens (Fig. 50 b,c) sugerem que, esferas precipitadas e floculadas menores,
penetraram nas goticulas maiores antes da completa evaporacdo do solvente,
gerando poros de didmetros variados.

Analisando os histogramas obtidos para estas formulagdes (Figura 51),
observa-se que conforme a diminuicdo da concentragao de PCL, foram produzidas
distribuicbes de tamanho mais estreitas. No teste 01 (Fig.51a), ~75 % das esferas
apresentaram diametros distribuidos até 80 um, sendo ~30 % entre 20-40 um; e no
teste 04 (Fig.51b) ~70 % foram menores que 20 um. Comparando-se os testes 03
(Fig.51c) e 06 (Fig.51d), observa-se que no teste 03, fracoes de ~20 % das esferas
exibiram didmetros desde 20 um até 140 um, enquanto no teste 06, ~50 % das esferas
exibiram até 20 pm. E esperado que maiores quantidades de nHA sejam incorporadas
as esferas, com o aumento da concentracdo do PCL. Ademais, aumentando-se a
concentragdo de PCL, obtém-se uma distribuicio de tamanho mais larga e

heterogénea, que podem ser decorrentes do aumento da viscosidade da disperséo.
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10 % (m/v) 7,5 % (m/v)

nHA 23 % (m/m)
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Figura 49 — Micrografias por MEV de esferas de PCL/nHA obtidas com diferentes
concentragdes de PCL: nHA23% - (a)10 %-100x; (b)7,5 %-400x; nHA28,5% - (c)7,5 %-100x;
(d)5 %-250x.
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Figura 50 — Micrografias por MEV de esferas de PCL/nHA obtidas com diferentes
concentragdes de PCL: nHA23% - 10 % (a)1500x (b)500x (c)1500x; 7,5 % (d)1800x (e)1500x;
nHA28,5% - 7,5 % (f)1000x (g)1500x (h)1200x; 5 % (i)600x (j)1500x.

Tabela 22 — Dados de faixa de didmetro das esferas obtidas dos testes 01, 04, 03 e 06, para
avaliacado da influéncia de diferentes concentragdes de PCL.

To1 10,0/28,0 5-260 20-40/~30
TO04 7,5/23,0 5-120 < 20/~75
TO3 7,5/28,5 5-140 100-120/~25

T06 5,0/28,5 5-120 < 20/~50
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Figura 51 — Histogramas referentes ao didmetro das esferas obtidos nos testes 01(a) e 04(b),
03(c) e 06(d), para avaliagao da influéncia de diferentes concentragdes de PCL.

4.6.1.2 Influéncia do contetdo de nHA

Os efeitos da adicdo de diferentes conteudos de nHA no compdsito, na
morfologia das esferas, foi avaliado. Os testes 03, 04, 05 e 07 foram comparados,
fixando-se a concentragcdo de PCL a 7,5 %(m/v). Os histogramas obtidos a partir das
micrografias de MEV estao apresentados na Figura 52, e os faixas de didmetro estao
relacionadas na Tabela 23.

Comparando-se os histogramas dos conteudos de nHA de 28,5 % e 17,0 %,
observa-se que a 17 % foi obtida uma distribuicdo de tamanho mais larga, com ~80
% das esferas medindo entre 40-100 um. No entanto, com 23 % de nHA com e sem

tratamento com AE, faixas de didametro mais estreitas foram produzidas.
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Figura 52 — Histogramas referentes ao diametro das esferas obtidos nos testes 03(a), 04(b),
05(c) e 07(d), para avaliagao da influéncia de diferentes contetidos de nHA.

Tabela 23 — Faixas de diametro das esferas obtidas dos testes 03, 04, 05 e 07, para avaliagao
da influéncia de diferentes contetdos de nHA.

TO3 28,5 5-140 100-120/~20
TO04 23,0 5-120 < 20/~75
TO5 17,0 5-200 40-60/~35

T07 23,0 (S/AE) 3-80 < 20/~55
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4.6.1.3 Morfologia interna das esferas

A estrutura interna das esferas foram analisadas por MEV, obtendo-se as
micrografias apresentadas na Figura 53. Em todas as amostras foi observada a efetiva
incorporacdo das nHA na matriz polimérica, exibida na forma de aglomerados de
diferentes formatos, medindo entre 1-30 um. Como esperado, a quantidade de
aglomerados aumenta proporcionalmente ao conteudo de nHA adicionado. Uma
importante evidéncia é notada nas Figura 53(k,l), correspondentes a adicao de nHA
nao modificadas com AE, nas quais s&o exibidas menores quantidades de
aglomerados, de maiores tamanhos (~65 um), resultado esperado.

nHA28,5%

L D24 x10k 100um

nHA23%

nHA17%

L D38 x10k 100um

nHA23%-S/AE

L D24 x10k 100um LD4s x1.2k S50 um

Figura 53 — Micrografias por MEV de esferas de PCL/nHA obtidas com PCL 7,5% e diferentes
contetdos de nHA: 28,5% (a)1000x (b)1200x (c)3000x; 23% (d)1800x (e)1200x (f)3000x; 17%
- (g)1500x (h)1000x (i)3000x; 23%S/AE (j)1000x (k)1200x (1)3000x.
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46.1.4 Rendimento

Todas as formulacdes de PCL/nHA foram analisadas por Termogravimetria,
para quantificacdo do conteudo real de nHA incorporado a matriz polimérica e as
curvas obtidas estdo apresentadas na Figura 54. As curvas exibem um
comportamento térmico semelhante ao descrito no item 4.3. A Tabela 24 relaciona as
formulacdes e seus respectivos conteudos percentuais (m/m) de nHA teéricos e reais.
Para os testes 03, 04 e 05, foram incorporados 47,4 %, 45,6 % e 35,9 % de nHA com
relacdo ao conteudo tedrico esperado, respectivamente. Para esses testes, a
concentracao de PCL é fixa, o que indicou que reduzindo-se o contetdo de nHA inicial,
reduz-se também a porcentagem final incorporada a matriz, o que corrobora com os
resultados obtidos por MEV. Ainda, aumentando-se o contetudo de nHA de 23% para
28,5%, observou-se um aumento de 2% na incorporacdo efetiva. Resultados
semelhantes foram encontrados para os testes 01 e 02, com concentragdo de PCL
fixa, resultando nainclusao de 60,0 % e 48,2 % do conteldo teérico. Comparando-se
os Testes 01 e 04, e os testes 03 e 06, nos quais o conteudo tedrico de nHA é fixo,
observou-se que concentracbes maiores de PCL permitiram o encapsulamento de
maiores conteldos de nHA, conforme esperado. Quanto aos resultados referentes a
utilizagdo de nHA modificada com AE, comparando-se os testes 04 e 07, o teste 07
apresentou 34,3 % de incorporacéo real de nHA, muito a menos que o teste 04 (45,6
%). Esse dado indica que o emprego do acido estearico foi efetivo para facilitar a
inclusdo da nHA na matriz de PCL, o que confirma os resultados obtidos por MEV.
Ainda, o teste 01 apresentou maior percentual de incorporagao (60%).

5 PCL7.5% nHA 285% B poL 103 MHA23%
s nHA 23 % . nHA 17 % ——
) nHA 23 % SAE — PCL5 % nHA 285% —
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E 1| 1]
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Figura 54 — Curvas termogravimétricas das esferas de PCL/nHA obtidas na Etapa 02.
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Tabela 24 — Dados das esferas de PCL/nHA obtidas na etapa 02, relacionando o contetdo
tedrico (inicial) e real de nHA no compésito, obtido por TG.

Teste Concentracao de Conteudo da nHA no compasito (%)
PCL (%em/v) Teorico Real
01 10,0 23,0 13,8
02 10,0 17,0 8,2
03 7,5 28,5 13,5
04 7,5 23,0 10,5
05 7,5 17,0 6,1
07 7,5 23,0* 7,9
06 5,0 28,5 3,1

* Sem acido estearico.

O rendimento das formulacbées foi calculado, obtendo-se os resultados
apresentados na Tabela 25. Rendimentos maiores que 50 % s&o considerados
aceitaveis mediante o0 método empregado, observado para os testes 01, 02, 03 e 05.
Percentuais de rendimento maiores foram encontrados com o0 aumento da
concentragéo de PCL, enquanto que conteudos de nHA de 17 % geraram melhores
rendimentos. Também com a adicdo do AE, o rendimento aumentou. Os resultados
mais favoraveis foram encontrados para os testes 01 e 02, referentes a esferas com

10 % de PCL, com ~66 % e ~68 % de rendimento, respectivamente.

Tabela 25 — Rendimento obtido para as formula¢des de PCL/nHA(Etapa 02), da produgao de
esferas por emulsao solido/6leo/agua (Média + desvio padrao).

Concentracéao de PCL (% Contetido de nHA Rendimento (%)
m/v) (%om/m)
TO1 10,0 23,0 65,9+1,8
T02 10,0 17,0 68,3+ 1,0
TO3 7,5 28,5 53,6 £1,0
T04 7,5 23,0 482 +1,3
T05 7,5 17,0 60,0 £2,9
T06 5,0 28,5 33,8+1,4
T07 7,5 23,0* 415+£1,7

* Sem acido estearico.
4.6.1.5 Caracterizagao fisico-quimica

As esferas produzidas na etapa 02 foram analisadas por DRX, e a Figura 55
apresenta os padrdes de DRX das esferas de PCL/nHA e de PCL, e das nHA. No
padrao referente as esferas de PCL, picos de maior intensidade foram detectados a

20=21,3° e a 26=23,6°, referentes a fase cristalina desse material. O padrao referente
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a esferas de PCL/nHA apresentou os picos referentes as nHA, conforme indicado
(REZAEI; MOHAMMADI, 2012; WIRIA et al., 2007). Esse resultado aponta a presenca
das nHA no compésito produzido.

N |
] PCL/nHA 10%/23%
H{|g™ . .
s el te @2 e
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< M W PCL10%
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£ 7 — T — =
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Figura 55 — Padrdes de DRX das esferas de PCL 10%(m/v), de PCL/nHA 10%/23% e das
nHA.

Anadlises por FTIR foram realizadas com as esferas de PCL e PCL/nHA,
visando observar as possiveis mudangas nos espectros obtidos que indiquem a forma
de interacdo ocorrida entre as nHA e a PCL. Os espectros podem ser visualizados na
Figura 56. No espectro das esferas de PCL, foram identificadas as atribuigbes
correspondentes as vibragdes moleculares da PCL, conforme analisado no tépico 4.3.
Quanto ao espectro referente ao composito PCL/nHA, foi observado o aumento da
absorbancia a 1044 cm™, provavelmente referente ao PO4+* das nHA, assim como
uma diminuicdo da absorbancia a 1163 cm™ (viboragdo COC do PCL) (REZAEI;
MOHAMMADI, 2012; WIRIA et al., 2007). Vibragcdes adicionais foram observadas a
1600 cm™ e 1580 cm™', que podem ser atribuidos a grupos carboxilato possivelmente
resultantes da interacdo entre os grupos carboxila do PCL com o Ca?* da superficie
da nHA. A ocorréncia dessa interagdo também foi reportada nas pesquisas de Du et
al. (2015), Martins et al. (2014) e Fuijii et al. (2012).
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Figura 56 — Espectro de FTIR das esferas de PCL 10%(m/v), de PCL/nHA 10%/23%, e das
nHA.

» Condicoes estabelecidas

Com base nesse estudo, foram ajustados os parametros mais apropriados
para o desenvolvimento de esferas de PCL/nHA de didmetro na faixa de 10-150 pum,
considerando a reprodutibilidade do experimento para producéo de esferas de formato
e tamanho homogéneos, e com a producao de maiores quantidades de particulas em

comparacao aos métodos de microemulsdo empregados convencionalmente. Dessa
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forma, foram estabelecidos: concentracdao de PCL de 10 % (m/v), conteudo de nHA
de 23%(m/m), adicao de &cido esteéarico a 5 %(m/m), razdo em volume das fases
6leo/agua de 1/20 utilizando volumes de 30 mL e 600 mL, velocidade de agitacéo de
10000 rpm, sendo o teste 01 considerado como referéncia.

4.6.2 Esferas de PCL/nHA (Etapa 03)

Com o objetivo de produzir esferas de PCL e PCL/nHA de didmetros maiores
que 800 um, uma nova etapa de emulsdao S/O/A foi iniciada. Nesta etapa, a
concentragcdo de PCL foi fixada a 10 %(m/v), variando-se o conteudo de nHA
adicionado. Visando a formacdo de goticulas maiores durante a emulsificacédo, a
velocidade de agitacdo foi reduzida para 250 rpm e, no intuito de acelerar a
evaporagao do solvente orgéanico, a emulsdo foi aquecida a ~34 °C. Nos primeiros
testes desta etapa permaneceu-se com os volumes O/A de 30 mL e 600 mL, no
entanto, devido as demasiadas aglomeracoes observadas, esse volume foi fixado em
20 mL e 400 mL. Os parametros experimentais estdo relacionados na Tabela 26.
Macroscopicamente, o material obtido apresentou aspecto heterogéneo, com
formacdao de pds finos e esferas de diferentes tamanhos e formatos, mais
esbranquicados e opacos conforme o aumento do contetdo de nHA. Aglomerados de
particulas foram observados para todas as formulagées em pequenas quantidades.
Ao final do processo, quantidades de nHA remanescentes foram notadas apenas para
os testes realizados com nHA ndo modificada com AE, indicando a efetiva
incorporacao destas a matriz polimérica independentemente do conteudo de nHA
inicial. Imagens do material obtido apés classificagdo em malha de 850 um podem ser
visualizadas na Figura 57.

Figura 57 — Aspecto fisico das esferas de PCL (a) e PCL/nHA45 (b) (Etapa 03) obtidas por
emulsdo solido/6leo/agua (> 800 pum).
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Tabela 26 — Relacao de testes realizados para obtencéo de esferas de PCL/nHA(Etapa 03) e
suas respectivas variaveis.

’ Razao nHA/ Conc. ,

21(1)1 rtrégg 02,2;?\/()1 A. Estearico PVA a\éﬁlggé%a?spdﬁ) Parametros fixados

(Y%om/m) (Yom/v)

ESFERAS DE PCL/nHA (nHA) — ETAPA 03 (< > 800 um)
TO1* 10,0 - 2,5 250 . .
T02 10,0 30,0/5,0 2.5 250 A”t'eSp“g‘/i’”)te' 0.1%
103 10,0 30,0/ - 2.5 250 Razao 6leo/agua: 1/20
T04 10,0 35,0/5,0 2,5 250 (20 mL/400 m-L)
TO5 10,0 35,0/ -- 2,5 250 Tempo de agitacio
TO6 10,0 40,0/5,0 2,5 250 total: 18 h
TO7 10,0 45,0/5,0 2,5 250 )

Fluxo de gotejamento ~2 mL/min. Temperatura: 3420,5 °C

4.6.2.1 Influéncia do conteldo de nHA

Os efeitos da adicdo de diferentes conteudos de nHA na morfologia das
esferas obtidas foi avaliado por MEV. As micrografias obtidas estao apresentadas nas
Figura 58-62. Para todas as formulagbes foram obtidas tanto particulas esféricas
quanto irregulares, densas ou porosas. E observado que, conforme o aumento do
conteudo de nHA, foram produzidas maiores quantidades de particulas irregulares.
Além disso, o conteldo de nHA localizado na superficie das particulas, aumentou
proporcionalmente a adicdo das nHA. Todas as particulas esféricas densas
apresentaram nHA distribuidas homogeneamente ao longo da superficie. No caso das
composicao 65/35 S/AE (Fig.59 g,h), as nHA apresentaram excessivas aglomeragdes,
assim como aglomeragdes de nHA nao incorporadas. Com o aumento do conteudo
de nHA para 55/45 (Fig.61 b,c), aglomerados maiores na superficie (medindo até ~35
pm) sdo observados.

Analisando a morfologia das particulas irregulares, percebe-se que estas
tanto apresentam regides lisas quanto porosas em sua superficie, e evidenciam
maiores regides com aglomeragdes de nHA. Esferas somente de PCL também foram
produzidas como controle (Figura 62 a-e). E notado que foram obtidas particulas de
formato unicamente esférico, majoritariamente densas, com rugosidades, com
algumas esferas apresentando superficie porosa.

Poros de até ~35 pum na superficie das esferas de PCL/nHA estéo
relacionados a aglomerados de nHA que podem se soltar apés a precipitacéo,

enquanto poros, concavidades ou deformag¢des medindo a partir de ~50 um estédo
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relacionados aos eventos de floculacdo da emulséo. Ja para as esferas de PCL, os

poros apresentados podem estar relacionados aos eventos de floculacao.

nHA30%

Figura 58 — Micrografias por MEV de esferas de PCL/nHA 70/30: (a)40x (b)200x (c)1000x
(d)200x (e)1000x.

Comparando-se as esferas de PCL/nHA obtidas na etapa 02, é observado
que as rugosidades na forma de “colmeias” ndo aconteceram. Foram obtidos
histogramas referentes a fracao de esferas produzidas e seus diametros. O percentual
de particulas irregulares por formulacao foi calculado. As particulas irregulares foram
medidas separadamente, calculando-se a raz&o de aspecto meédia dessas particulas.
Os histogramas obtidos estdo apresentados na Figura 63, e a Tabela 27 relaciona os

dados descritos acima.
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nHA35%

x40 2 mm

Figura 59 — Micrografias por MEV de esferas de PCL/nHA 65/35: Com AE (a)40x (b)250x
(c)1000x (d)200x (e)500x; Sem AE (f)40x (g)600x (h)1500x (i)250x (j)500x.
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nHA40%

Figura 60 — Micrografias por MEV de esferas de PCL/nHA 60/40: (a)40x (b)250x (c)1000x
(d)150x (e)200x.

nHA45%

Figura 61 — Micrografias por MEV de esferas de PCL/nHA 55/45: (a)40x (b)1000x (c)2000x
(d)140x (e)500x.



121

500 pm

Figura 62 — Micrografias por MEV de esferas de PCL/nHA 100/0: (a)150x (b)500x (c)800x
(d)250x (e)800x.

Com o aumento do conteudo de nHA as maiores fracdes de esferas
apresentaram valores de didmetro mais altos, exceto para a composicao 55/35. Neste
caso, quantidades excessivas de nHA provocam a migragcdo destas para a
extremidade das gotas que, distribuidas na superficie podem agir como um co-
emulsificante, protegendo-as de coalescer, conforme ja discutido. Pela mesma razao,
as formulagbes contendo nHA sem AE, exibiram distribuicdo de tamanho mais
estreita. Distribuicdo de tamanho mais homogénea foi produzida na composicao
70/30, na qual ~80 % das esferas situaram-se entre 400-1000 pm. As demais
formulagdes exibiram distribuicao de tamanho heterogénea, com maiores percentuais
de esferas compreendidos entre 800-1800 um (65/35), 1100-2100 um (60/40) e 1000-
2200 pm (55/45). Com o0 aumento do conteudo de nHA também foi observado que a
fracdo de particulas irregulares aumentou, com resultados equivalentes para as
composi¢cées 65/35 e 65/40. A razado de aspecto média calculada a partir dessas
particulas cresceu conforme o aumento da quantidade de nHA. Para as nHA sem AE,
a razao de aspecto diminuiu com o aumento do conteudo de nHA.

No caso das esferas somente de PCL observa-se, a partir do histograma
apresentado na Figura 64, que ~85 % das esferas exibiram diametros de até 1000
um, com valores de didmetro bem abaixo dos obtidos para os compédsitos PCL/nHA.
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Figura 63 — Histogramas referentes ao didmetro das esferas obtidos na Etapa 03, para
avaliagao da influéncia de diferentes contetdos de nHA.
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Figura 64 — Histograma referente ao diametro das esferas de PCL (100/0) obtidas na Etapa

03.

Tabela 27 — Dados de faixa de diametro das esferas, fragao de particulas irregulares e a razao
de aspecto dessas particulas, obtidas na Etapa 03.

Razao Faixa de Intervalo de maior Fracao de Razao de
PCL/nHA diametro frequéncia (pm)/ particulas aspecto média
(um) Quantidade de irregulares (%) (um) * Desvio

particulas (%) padrao

70/30 200-3000 600-800/~35 18 1,2+0,3

70/30 S/AE 400-1000 600-800/~50 14 1,8+£0,5

65/35 600-3000 1400-1600/~25 33 1,604

65/35 S/AE 400-2200 800-1000/~20 19 1,5+0,3

60/40 400-3600 1500-1700/~25 33 1,604

55/45 1000-3200 1400-1600/~20 37 1,7+0,4

100/0 40-1400 < 200/~35 - -

4.6.2.2 Morfologia interna das particulas

A morfologia interna das esferas foi analisada por MEV, e as micrografias

obtidas estao apresentadas na Figura 65. Essa andlise foi acessivel as composicdes
de PCL/nHA 70/30 e 65/35. A partir das imagens 65(a,d) é possivel observar que,
conforme 0 aumento do didmetro das esferas, a nHA é incorporada as extremidades
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1 mm

200 um 500 um

100 um 200 um

Figura 65 — Micrografias de MEV obtidas das secgbes de esferas de PCL/nHA: 70/30 (a) 80x,
(b) 400x, (c) 600x; 65/35 (d) 80x, (€)200x, (f) 500x, (g) 250x.
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das particulas, ndao sendo observadas em nas regides mais internas da matriz
polimérica. Conforme imagem 65(b), percebe-se que esferas de menores diametros
(< 600 um), apresentam nHA distribuidas homogeneamente em toda a esfera,
consonante com os resultados obtidos no item 4.6.1.3 (Etapa 02) deste trabalho. A
imagem 65 (g) evidencia que as particulas de formato irregular, no entanto,
apresentam nHA distribuida em toda a estrutura. Isso pode significar que, mesmo com
a modificacao das nHA com &cido estearico, estas permanecem com cargas positivas
e tendem a permanecer o mais préximo da interface 6leo/agua, o que ocasiona serem

incorporadas a menores esferas ou particulas irregulares com largura reduzida.

4.6.2.3 Rendimento

Todas as formulacbes da etapa 03 foram analisadas por Termogravimetria,
com o objetivo de quantificar o conteudo real de nHA incorporado a matriz polimérica
e as curvas obtidas estdo apresentadas na Figura 66. Todas as curvas apresentaram
trés eventos de perda de massa caracteristicos, conforme discutido no item 4.3.

PCLInHA 70/30 1 PCL/InHA 65/358 ——

100 = = PCLINHA 70/30 SIAE — R &= PCLINHA B5/35 SIAE —
o] \ pPCL — i \ PCL —
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Figura 66 — Curvas termogravimétricas das esferas de PCL/nHA obtidas na Etapa 03.
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A Tabela 28 relaciona as formulagdes e seus respectivos conteddos
percentuais (m/m) de nHA tedricos e reais. Para as formulacdes 70/30 e 65/35 foram
encapsulados 87 % e 87,8 % de nHA com relacdo ao conteudo tedrico,
respectivamente, o que indicou um aumento proporcional a quantidade de nHA
adicionada. A composicao 60/40 exibiu uma queda no conteudo real incorporado,
apresentando 82,4 %. Para a composi¢cao 55/45 foi obtida uma incorporacao de 87,4
%. Ainda que esse resultado demonstre uma pequena queda no conteudo real de nHA
encapsulado com relacdo a composicao 65/35, proporcionalmente, a composicao
55/45 exibe melhor resultado quanto a efetiva nHA incorporada. Ao confrontar as
formulagbes contendo nHA com e sem AE, nota-se que as porgbes de nHA
efetivamente incluidas na matriz polimérica foram bastante reduzidas na auséncia no
AE, 61,1%(70/30) e 63 %(65/35).

Com estes resultados, observa-se que até o limite de conteudo estudado, de
45 % (m/m) de nHA modificada com AE, estas foram continuamente incorporadas a
matriz polimérica. Comparando este fato a andlise da morfologia interna dessas
particulas (item 4.6.2.2), pode-se supor que as nHA podem ter sido encapsuladas por
esferas de maiores didametros (>800 um) e pelas particulas irregulares formadas (que

foram produzidos em maior quantidade conforme o aumento de contetdo das nHA.

Tabela 28 — Dados das esferas de PCL/nHA obtidas na etapa 03, relacionando o conteudo
teorico (inicial) e real de nHA no compdsito, obtido por TG.

Concentracao de Conteudo da nHA no compadsito (%)
PCL (%m/v) Teorico Real
10,0 30 26,1
10,0 30* 18,3
10,0 35 30,7
10,0 35* 22,0
10,0 40 33,0
10,0 45 39,4

* Sem acido estearico.

O rendimento das emulsdes foi avaliado, a fim de identificar a rentabilidade
dos experimentos para a produgdo de matrizes 3D. Os valores obtidos estdo
relacionados na Tabela 29. Valores de rendimento acima de 75 % foram encontrados
para todas as formulacées, excetuando-se aquelas contendo nHA sem AE. O melhor
resultado foi obtido para a composicao 70/30, evidenciando maior estabilidade do

sistema, observado por MEV pela formagdo de maiores quantidades de particulas
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esféricas. O rendimento decresceu conforme o aumento do conteudo de nHA,
resultando em valores acima de 80%, favoraveis mediante a técnica empregada.
Quanto a producao de esferas de PCL, foi alcancado um rendimento vantajoso, de
77,5 %. Os resultados observados na etapa 03 foram melhores quando comparados
com a etapa 02. Reduzindo-se a area superficial percorrida pela dispersao
PCL/nHA/DCM durante o gotejamento, o rendimento do processo é favorecido.

Tabela 29 — Rendimento obtido para as formulacées de PCL/nHA(Etapa 03), da producéo de
esferas por emulsdo S/O/A (Média * desvio padrao).

Razao PCL/nHA Rendimento (%)
70/30 91 +£0,7
70/30* 46,2+ 1,6
65/35 82,9+1,6
65/35* 60,0 + 3,6
60/40 85,7 +3,7
55/45 81,3+0,2
100/0 77,5 1,1

* Sem &acido estearico.

4.6.2.4 Caracterizagao fisico-quimica

O material obtido na etapa 03 foi analisado por DRX, para identificacao das
fases cristalinas presentes. Similarmente aos resultados apresentados no item 4.6.1.4
para as esferas de PCL/nHA obtidas na etapa 02, foram observados os picos
referentes a fase cristalina da PCL e picos adicionais referentes as nHA, conforme
identificado na Figura 67. Nos padrdes obtidos nesta etapa, os picos relacionados as
nHA foram mais pronunciados e mais intensos conforme o aumento da quantidade de
nHA, como esperado. Ainda, para a amostra 55/45, observa-se uma redugdo na
intensidade dos picos relacionados a fase cristalina do PCL.
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Figura 67 — Padrdes de DRX das esferas de PCL, de PCL/nHA 65/35 e PCL/nHA 55/45,
comparados ao espectro das nHA.

As possiveis interagdes ocorridas entre o PCL e as nHA nos compdsitos foram
estudadas a partir de anadlises por FTIR, e os espectros obtidos podem ser
visualizados na Figura 68. A partir dos espectros obtidos foram identificadas tanto as
bandas de absorcao caracteristicas da PCL quanto as da nHA, conforme estudo
previamente realizado nos itens 4.1, 4.3 e 4.6.1.4. Nos compositos produzidos nesta
etapa, quantidades de nHA em maiores propor¢des foram adicionadas e também
incorporadas as esferas, de acordo com os resultados obtidos por MEV e TG. Logo,
como esperado, 0s espectros obtidos apresentaram maiores valores de absorbancia
para o pico a 1031 cm™, referente ao grupo PO4*, conforme o aumento do contelido
de nHA. De acordo com os resultados de Du et al. (2015), o aumento da quantidade
de nHA levou a diminuicédo dos valores de absorbancia das bandas a 2945 cm', 2866
cm” e a 1722 cm', caracteristicas da estrutura da PCL. Isto pode ser observado no
espectro de IV da composicdo PCL/nHA 55/45. Também as bandas adicionais
previamente identificadas na regido de 1650 a 1500, correspondentes a possivel
interacdo entre os grupos carboxila da PCL e o Ca?* da superficie da nHA, foram obser
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Figura 68 — Espectro de FTIR das esferas de PCL, de PCL/nHA 65/35 e PCL/nHA 55/45,
comparados ao espectro das nHA.

vadas nos espectros das amostras de PCL/nHA.

As esferas produzidas nesta etapa foram submetidas a andlises por DSC, com

a finalidade de determinar a temperatura mais adequada para o processamento das

matrizes 3D pelo método de agregacao por aquecimento a baixas temperaturas. As

curvas obtidas estdo apresentadas na Figura 69, comparadas a curva de DSC da PCL

na forma de pellet. A temperatura de fusdo das amostras, obtida a partir dessas

curvas, estdo relacionados na Tabela 30. E observado que todas as amostras

analisadas ap0s o processamento apresentaram Tt maiores que para o PCL pellet.

Isso é esperado, ja que a dissolucao do polimero em DCM e sua precipitacao durante
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o emulsionamento a partir da evaporacao do solvente, levam a reorganizagao das

cadeias poliméricas, especialmente da fase cristalina do polimero, resultando no

deslocamento da Ts.
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Figura 69 — Curvas de DSC da PCL em pellet, esferas de PCL e compésitos de PCL/nHA
55/45 e 65/35 obtidos na etapa 03, na faixa de 25 °C a 100 °C.

Tabela 30 — Dados de temperatura de fusao (Ts) obtidos a partir das curvas de DSC.

Material T: (°C)
PCL pellet 58,15
PCL esferas 65,02
PCL/nHA 65/35 63,15
PCL/nHA 55/45 62,80

A nucleacgéo e crescimento da fase cristalina ocorre ao longo da evaporacao

do DCM na emulsdo. E observado por Zhou, Wang e Cheung (2011), que a rapida

difusdo do solvente organico durante a precipitacdo das esferas leva a formacao de

nanoporos na superficie das mesmas, e provoca uma diminui¢do na cristalinidade do

polimero, referente ao tempo para reorganizacéo das cadeias da fase cristalina.
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Com a adicao das nHA, as curvas de DSC obtidas exibem picos na regiao de
fusdo mais definidos, que indicam a presenca de cristais mais uniformes no material
(SENEDESE, 2011). Conforme o aumento do conteudo de nHA, a Tt diminuiu com
relacao as esferas de PCL, com minimas diferencas nos valores finais. Resultados
semelhantes foram encontrados por Kim e Koh (2013), que produziram microesferas
porosas de PCL/HA com 5, 10 e 20 %(m/m) de HA.

Nanoparticulas em pequenas cargas podem comportar-se como um agente
nucleo-generativo, resultando no aumento da cristalinidade do compdsito e, alterando
assim, suas propriedades térmicas (LIU et al., 2011). De acordo com Shokrollahi et al.
(2014), aumentando-se o teor de carga para quantidades superiores a 20 %, o efeito
contrario é produzido, e as nanoparticulas podem prejudicar a reordenacéao da fase
cristalina da PCL. Isso também foi demonstrado no trabalho de Kim e Koh (2013).
Logo, para uma avaliagao mais aprofundada dos efeitos da adicao das nHA a matriz
de PCL, estudos da cristalinidade do material a partir de analises da cristalizagdo do
polimero e do compdsito devem ser conduzidos.

» Condicoes estabelecidas

Com base nesse estudo, foram ajustados os parametros mais apropriados
para o desenvolvimento de esferas de PCL/nHA de didmetros maiores que 800 um.
Foram consideradas, principalmente, a reprodutibilidade e rendimento da producao,
tendo em vista que maiores conteudos de nHA dispersos interna e externamente as
particulas poderao conferir melhorias na bioatividade dos dispositivos. Ainda que uma
fracdo das particulas tenha apresentado formas irregulares, estas nao foram
descartadas, ja que a porosidade apresentada devera induzir a formacdo de uma
estrutura 3D porosa interconectada nas matrizes. Dessa forma, foram estabelecidos:
concentracado de PCL de 10 % (m/v), conteudo de nHA de 45%(m/m), adi¢do de acido
estearico a 5 %(m/m), razdo em volume das fases dleo/agua de 1/20 utilizando
volumes de 20 mL e 400 mL, velocidade de agitacdo de 250 rpm, temperatura de 34
°C, sendo o teste 07 considerado como referéncia.
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4.7 Matrizes 3D de PCL e de PCL/nHA

Para aplicacdo do método de agregacao de particulas por aquecimento a
baixas temperaturas e definicdo dos parametros de processamento mais adequados
para este trabalho, testes preliminares foram conduzidos. Na literatura, sdo descritas
metodologias utilizando, principalmente, moldes de ago inoxidavel e fontes de calor
tais como fornos e estufas. As particulas sdo submetidas a aquecimento por 1 hora.
Logo apés, o molde é mantido a temperatura ambiente até o resfriamento da amostra,
que é desmoldada.

As tentativas de execucao dessa metodologia foram insatisfatérias, pois a
oscilacao de temperatura dos equipamentos disponiveis, ainda que no valor de 0,5
°C, causaram a completa fusdo das particulas. Mesmo sem a ocorréncia de
oscilacoes, o calor absorvido pelo molde metalico continuou a aquecer as particulas
apos serem retiradas da fonte de calor, causando também a fusdo do material. Logo,
o tempo de exposicdo ao calor foi experimentado a 40, 50 e 60 minutos, sem que
pudesse ser estabelecida uma metodologia precisa.

Diferentes temperaturas (entre 58-63 °C) também foram experimentadas,
considerando a Tr e a Trinicial das particulas, associadas a tempos diferentes de
exposi¢do. Quanto a pressdao submetida ao émbolo do molde, forcas de 3 e 1,5 N
também foram testadas, que levaram a significativas deformag¢des na morfologia das
particulas ou sua fusdo por excessiva prensagem.

A partir dessa experimentacao preliminar foram determinados: pré-
aquecimento dos moldes a temperaturas a 2+0,5 °C abaixo da T: do material, e
aquecimento das particulas durante 2 minutos sob a pressao do émbolo do molde.

4.7.1 Analise morfologica

Matrizes tridimensionais porosas foram eficazmente produzidas pelo de
agregacao de particulas a baixas temperaturas. As imagens a seguir (Figura 70)
apresentam a estrutura obtida ap6s a agregacdo das particulas de diferentes
composi¢cdées. As micrografias obtidas por MO e por MEV revelam a efetiva
estruturacdo das matrizes a partir da formacao de “pescocgos” entre as esferas. Essas
estruturas de ligagédo, decorrentes do aumento da temperatura de sinterizagdo o
suficiente para provocar a mobilidade das cadeias poliméricas em particulas
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adjacentes, sem deforma-las ou fundi-las totalmente, sdo mais pronunciadas quanto
menor o conteldo de nHA no compadsito. Isso € esperado, ja que as analises por MEV
evidenciaram o aumento do conteudo de nHA distribuido na superficie das particulas
proporcionalmente a sua adicdo. No entanto, isto ndo prejudicou a formacao das
estruturas tridimensionais, mesmo para a composicao 55/45. Também é observado
pelas micrografias que, devido as formas e tamanhos variados das particulas
utilizadas, algumas delas formaram “pescog¢os” apenas com uma particula adjacente,
enquanto outras ligaram-se a duas ou mais particulas. Nos trabalhos realizados por
Luciani et al. (2008), Borden, Attawia e Laurencin (2002), e Borden et al. (2003),
utilizando o mesmo método, foi observada a formacao de estruturas 3D semelhantes.

Por essas imagens é observado que poros de variados tamanhos e formatos
foram gerados, medindo até 500 um nas amostras MPCL e MPCL/nHA 70/30 e 65/35.
Nas amostras MPCL/nHA 60/40 e 55/45 formaram-se também poros maiores que 500
um, resultantes da morfologia das particulas utilizadas. Logo, a equacédo 5
demonstrada no item 3.5.1 é eficaz para prever o tamanho dos poros para este método
de processamento. Para essas composicoes também é mais evidente a existéncia de

interconexoes.
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Figura 70— Micrografias obtidas por MEV e por MO obtidas das matrizes 3D de PCL(a-c) e de
PCL/nHA 70/30 (d-f) 65/35 (g-i) 60/40 (j-) 55/45 (m-0).
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4.7.2 Ensaio de Bioatividade in vitro

As matrizes 3D produzidas neste trabalho foram submetidas a avaliagdo da
bioatividade in vitro, pela imersao controlada em SBF. As amostras de PCL e PCL/nHA
foram pesadas antes e ap6s o ensaio, avaliadas a 7, 14, 21 e 28 dias, e os resultados
estao relacionados na Tabela 31. A superficie das amostras foi analisada por MEV, e
as micrografias obtidas est&o ilustradas nas Figura 71 e 72.

A amostra 55/45, como esperado, apresentou maior percentual de ganho de
peso, de ~1,33 % a partir do 7° dia de avaliacdo, chegando a ~6,71 % ao 28° dia. As
amostras 70/30, 65/35 e 60/40, apresentaram peso bastante semelhante a partir do
21° dia, sendo que, apos 7 dias foi verificado um aumento no peso ganho conforme o
aumento do contetdo de nHA. A amostra 70/30 exibiu ganho de peso expressivo
somente apdés 14 dias de avaliacdo. As matrizes 3D de PCL ndo apresentaram
diferenca significativa no peso apds o0 ensaio, o que indica que esse material nao
apresentou capacidade bioativa, consonante com os dados reportados na literatura
(XIA et al., 2013; MARTINS, 2011; WIRIA et al., 2007). Os resultados descritos foram
confirmados apds a analise por MEV, nos quais as Figura 71(f,i) e 72 (b,c) exibem a
superficie das matrizes 3D quase completamente recobertas por camadas de apatita
depositadas. Na amostra 55/45, ao 21° dia de avaliacdo nota-se que a superficie do
material ja se encontra quase totalmente recoberta (71-i). A partir das imagens 72
(d,e), observa-se que a camada de apatita se apresenta na forma de agregados
esféricos, morfologia tipica, conforme pesquisas ja publicadas (MARTINS, 2011;
ROOHANI-ESFAHANI et al., 2010; KOKUBO; TAKADAMA, 2006).

Um aspecto importante consiste na influéncia da modificagao superficial das
nHA com &cido estearico na bioatividade das nanoparticulas. Li e Weng (2008)
avaliaram o material tratado e verificaram que o acido estearico retarda a deposicéao
de apatita em 40 h com relacdo as HA sem modificagcdo. Com os resultados obtidos,
€ observado que o método de processamento abordado neste trabalho néo interfere

na capacidade bioativa das nHA.



136

Tabela 31 — Dados de ganho de peso das matrizes 3D submetidas ao ensaio de bioatividade
in vitro, apds avaliagdo durante 7, 14, 21 e 28 dias (Média * desvio padrao).

Amostra Ganho de Peso (%)
7D 14D 21D 28D
MPCL 0,59 + 0,23 0,32 + 0,05 0,21 £ 0,02 0,25 +0,13
MPCL/nHA 70/30 0,26 + 0,65 0,68 + 0,05 2,31+ 0,65 3,70+ 0,16
MPCL/nHA 65/35 0,83 + 0,02 0,83 +0,34 2,10 + 0,96 4,00 + 1,20
MPCL/nHA 60/40 1,02 £ 0,02 1,11 £0,22 2,79 + 0,06 3,70+ 0,17
MPCL/nHA 55/45 1,33 £ 0,01 2,26 +0,18 4,80 + 1,30 6,71 £ 0,15

PCL PCL/nHA 65/35 PCL/nHA 55/4

7 DIAS

14 DIAS

21 DIAS

Figura 71 — Micrografias de MEV obtidas das matrizes 3D de PCL e de PCL/nHA 65/35 e
55/45 apés ensaio de bioatividade in vitro, em 7,14 e 21 dias de avaliacao.



28 DIAS

28 DIAS- DETALHE

Figura 72 — Micrografias de MEV obtidas das matrizes 3D de PCL e de PCL/nHA 65/35 e
55/45 apés ensaio de bioatividade in vitro apds 28 dias de avaliagao.

4.7.3 Ensaio de Adesao Celular in vitro

A morfologia das matrizes 3D de PCL/nHA 55/45 ap6s o ensaio de adesao
celular in vitro realizado foi analisada por MEV e as imagens obtidas de diferentes
regides do material estdo apresentadas na Figura 73.

Com base nas micrografias de MEV obtidas das matrizes 3D de PCL/nHA
55/45 apos o ensaio de adeséo celular realizado, foi possivel observar que apds 7
dias de cultivo celular, as células se apresentaram aderidas a matriz. Além de
aderidas, estas também exibiram prolongamentos celulares o0s quais séao
caracteristicos de seu desenvolvimento e Vviabilidade. Através desses
prolongamentos, as células realizam interagbes célula/célula e desencadeiam
mecanismos de sinalizacdo que serao responsaveis pela sintese e secrec¢ao de matriz
extracelular. Todas essas caracteristicas sdo necessarias para manutengao do tecido
celular e seu desenvolvimento. Portanto, as matrizes desenvolvidas se mostraram um

bom substrato para aderéncia e desenvolvimento celular.



Figura 73 — Micrografias por MEV de matrizes 3D de PCL/nHA 55/45: (a)2000x (b)5000x
(c)4000x (d)15000.



5 DISCUSSAO

Materiais bioativos baseados no uso de nanoparticulas de hidroxiapatita tém
sido extensivamente investigados e utilizados no campo biomédico. Rotas diversas
para sintese dessas nanoparticulas levam a formacdo de materiais com
caracteristicas fisico-quimicas, morfolégicas e biolégicas especificas. Os métodos
realizados via umida podem ser conduzidos a baixas temperaturas, favorecendo a
formacao de nanoparticulas. Neste trabalho, o método de precipitagdo quimica via
umida foi escolhido, tendo em vista a sua simplicidade de execuc¢ao, reprodutibilidade
e producao de maiores quantidades de nHA. Neste método, particular atencao deve
ser direcionada a taxa de adicao dos precursores, pH inicial e temperatura da reacao.
A mistura dos precursores deve ser realizada lentamente, enquanto o pH acima de 10
e temperaturas de até 80 °C sdo mais adequadas, conforme estudos previamente
realizados e reportados (KHALID et al., 2013; SADAT-SHOJAI et al., 2013; OKADA,;
FURUZONO, 2012; PAZ et al., 2012; WANG et al., 2010).

Wang et al. (2010) investigou o efeito do valor inicial de pH das solugbes
precursoras da hidroxiapatita na morfologia das particulas precipitadas. Seus
resultados evidenciaram a formagao de particulas nanométricas com pH inicial a partir
de 10. O autor discute que o crescimento do cristal de HA é orientado pelo cation OH-
Cas nas direcdes a e b, enquanto o crescimento na direcao c é orientado pelo anion
Ca-PeO24, ambos formados apdés a mistura entre os dois precursores. Com pH
menores que 10 a concentracdo de OH" é mais baixa, havendo formacgao prioritaria
do anion Ca-PeO24, € crescimento preferencial no eixo z (diregdo c). Com o aumento
de pH das solugdes ha maior concentragao de OH", que causa a formagao mais rapida
de OH-Cas em relacdo ao Ca-PsO24. Como a superficie do nucleo da HA apresenta
carga negativa, esses cations s&do facilmente adsorvidos, ocasionando crescimento
uniforme em a, b e c.

Apatitas produzidas sob baixas temperaturas possuem maior superficie
especifica (de 20 a 100 m?/g), mais similares a apatita bioldgica, as quais, de acordo
a literatura, apresentam maior capacidade bioativa e de reabsor¢ao, além de melhor
adesao celular (SADAT-SHOJAI et al., 2013; ZHOU; LEE, 2011; CATROS et al.,
2010). Nesta pesquisa, foram obtidas nanoparticulas de hidroxiapatita deficientes em
calcio. Seus cristais sdo0 menos estaveis devido as substituicbes de ions em sua

estrutura, apresentando maior capacidade de reabsorcdo. E um material mais reativo
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que a HA estequiométrica e, portanto, mais soltvel e biodegradavel (ZHANG; ZHANG,
2011; GUO et al., 2009; ELLIOTT, 1994; LEGEROS, 1993).

No contexto da aplicagdo de matrizes 3D para a regeneracdo 0Ossea, 0
desenvolvimento de dispositivos a partir de nanocompdésitos formados por poliésteres,
a exemplo da policaprolactona estudada neste trabalho, associados a
nanohidroxiapatita, tém sido estudados sob diferentes formas de processamento.
Devido a relativa hidrofobicidade caracteristica da PCL, a combinagdao com fases de
fosfato de calcio menos estaveis e, consequentemente, mais soluveis, tem sido
buscada. No entanto, ainda que as nanoparticulas de HA sejam vantajosamente
aplicadas como material de preenchimento em compdsitos com matrizes poliméricas,
a interacao entre esses materiais € baixa, devido as diferencas de polaridade. Neste
trabalho, buscou-se a otimizacéo da interface entre a PCL e as nHA, seja por interacao
quimica ou fisica. Quanto a melhorias na interagdo quimica, o acido estearico foi
empregado como agente de acoplamento, adicionado a superficie das nHA.

De acordo com Li e Weng (2008), a interagéo entre a HA e o acido estearico
pode ocorrer por adsor¢cdo ou por reacdo quimica. A interacdo por adsorcao é
considerada fraca, podendo o AE ser removido por lavagem utilizando etanol em alta
temperatura, enquanto a reacao quimica consiste na formacao de ligacdes quimicas.
De acordo com o espectro de FTIR estudado (Figura 25), ocorreu uma reacao quimica
envolvendo a Ca?* da HA e o COOH do AE, condizente com os resultados
encontrados na literatura (LIUYUN et al., 2012; ZHANG et al., 2012; LI; WENG, 2008).

As nanoparticulas de HA apresentam forte tendéncia a formagédo de
aglomerados devido as forcas de van der Waals e pontes de hidrogénio envolvidas na
interacdo entre as particulas (ELLIOTT, 1994). Assim, quando dispersas em
solventes, mesmo apds intensa dispersao, tendem a se agregar. Com a efetividade
da modificacdo da superficie das nHA por acido estedrico realizada neste trabalho,
sua estabilidade em solugdes ndo aquosas pdde ser melhorada.

No que diz respeito a melhorias na interacao fisica entre a PCL e as nHA, o
método de precipitacdo de microesferas por emulsédo simples S/O/A com evaporagao
do solvente foi empregado. Esferas de PCL e de PCL/HA foram obtidos com sucesso,
apresentando morfologia densa ou porosa e, no caso dos compoésitos, com nHA
dispersa interna e externamente as particulas.

O processo de formacéo das esferas se inicia com a evaporac¢ao do solvente
organico da superficie das goticulas, formadas durante a agitagdo do sistema. Com
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isto, a concentracdo do polimero aumenta, atingindo um ponto critico no qual essa
concentracao excede a sua solubilidade no solvente, resultando na precipitacdo do
material na fase aquosa (BOLOURTCHIAN; KARIMI; ABOOFAZELI, 2005).

Dentre os possiveis solventes a serem utilizados para dissolugcao da PCL, o
cloroférmio e o diclorometano sdo os mais aplicaveis ao processo de emulsédo devido
a temperatura de ebulicdo, de ~61 °C e ~40 °C, respectivamente. No entanto, o DCM,
por apresentar uma evaporacao mais rapida, facilita a formacao das esferas durante
0 processo. Acrescenta-se a isso, os limites residuais aceitaveis para esses solventes
na formulacdo de produtos farmacéuticos, por se tratarem de compostos téxicos
(BORDES et al., 2010). De acordo com o “Guia sobre impurezas provenientes de
solventes”, emitido pela Agéncia Europeia de Medicina em 2009, o cloroférmio e o
diclorometano podem ser utilizados desde que obedecam as restricoes de exposicao
maxima permitida de 0.6 mg/dia (60 ppm) e 6 mg/dia (600 ppm), respectivamente.
Fujii et al. (2012), desenvolveram microesferas de PCL recobertas com hidroxiapatita
e utilizaram o DCM como solvente. Para avaliar o DCM residual nas amostras finais,
utilizaram a cromatografia gasosa e detectaram um limite de concentragao de 10 ppm,
sendo este valor abaixo do limite recomendado. Ainda que nesta pesquisa este
método nado tenha sido aplicado, esse resultado é favoravel, e o DCM apresenta
menor restricdo se comparado com o cloroférmio.

Emulsbées sédo sistemas termodinamicamente instaveis, sendo que varios
processos levam a alteragdes na distribuicdo de tamanho das gotas e/ou estrutura da
emulsdo (TCHOLAKOVA et al., 2006). Nesse processo, deve-se considerar que a
interface entre dois liquidos imisciveis é um espaco de energia livre resultante de um
desequilibrio nas forgas de coeséo entre ambos. Esta energia induz a contracdo da
interface, para formar a menor area interfacial possivel. Logo, em uma emulsao, a
fase dispersa tende a formar goticulas esféricas, que sdo a menor area interfacial por
unidade de volume. Ademais, essas goticulas tendem a coalescer, reduzindo assim a
area interfacial. A coalescéncia pode ser evitada, reduzindo-se a tensao interfacial
entre as fases pela utilizacdo de um agente emulsificante, tendo este um papel
fundamental na efetividade do processo (BOUYER et al., 2012; PAL, 2011). Para esta
pesquisa foi estabelecido o alcool polivinilico (PVA) como estabilizante, amplamente
empregado para este fim (KEMALA; BUDIANTO; SOEGIYONO, 2012).
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Nesse contexto, Chen, Bei e Wang (2000) investigaram a influéncia da
utilizacdo da gelatina, alcool polivinilico e poliacrilamida hidrofobicamente modificada
(PAM), como emulsificantes, e obtiveram particulas esféricas em todas as condicdes.
Porém, os resultados mais promissores foram encontrados com o uso da gelatina,
obtendo-se diametros menores, superficie mais lisa e estreita distribuicao de tamanho
das particulas. Com o PVA, foram obtidas particulas irregulares. Esse resultado se
deve, provavelmente, a maior hidrofilicidade do PVA com relagao a gelatina. Sabe-se,
no entanto, que o efeito da concentracdo do agente emulsificante é também um
resultado da combinacgao entre os demais parametros da emulsao (HUNG, 2011; LEE
et al., 2010; HENRY; ABAZINGE, 2009; JEONG; ZHU et al., 2005; LEE; CHO, 2003).
Na presente pesquisa, o PVA foi escolhido por permitir a obtencao de faixas de
maiores valores de didametro das esferas, necessarias para a producao posterior de
matrizes 3D.

Quanto a utilizacao do PVA como estabilizante de emulsdes em presenca do
diclorometano, os grupos hidroxila do PVA interagem com a agua, enquanto suas
cadeias vinilicas interagem com o diclorometano, tornando a emulsdo mais estavel.
Por isso, a variacdo na concentracdo do PVA e no volume da solucéao, influencia nas
caracteristicas finais das particulas, conforme também reportado por Kemala,
Budianto e Soegiyono (2012). Estes autores pesquisaram a influéncia da
concentracao de PVA (0,5 %, 1 %, 1,5 %, 2 %, 2,5 % e 3 %) e da razdo em volume
entre as fases 6leo/agua (1/10, 1/20, 1/30, 1/40 e 1/50) na producao de microesferas
de PLA/PCL. Foi demonstrado que o tamanho das particulas € inversamente
proporcional a concentragdo de PVA, com resultados desfavoraveis a 3 %. Os
melhores resultados quanto a uniformidade da forma e didmetro das microesferas
foram encontrados para 2,5 %, condizentes com os dados encontrados nesta
pesquisa e por outros autores (HUNG, 2011; BOLOURTCHIAN; KARIMI;
ABOOFAZELI, 2005; ZHU et al., 2005; AHLIN et al., 2002; CHEN; BEIl; WANG,
2000Db).

Com o aumento da concentracao de PVA, mais moléculas se sobrepéem a
superficie das gotas, protegendo-as de coalescer. No entanto, em altas concentragdes
de PVA, essa sobreposicdo pode causar a precipitacdo de particulas irregulares. As
razdes Oleo/agua de 1/40 e 1/50 propiciaram a formacao de particulas ndo esféricas,
e a pesquisa de Kemala, Budianto e Soegiyono (2012) indicou as demais razées como
favoraveis a producao de esferas. Dentre os estudos buscados como referéncia para
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determinacdo da razao O6leo/agua mais adequada (LEE et al., 2010; HENRY;
ABAZINGE, 2009), foram apontadas as proporcées de volume de 1/5, 1/10 e 1/20
como mais apropriadas para alcancar microesferas com forma e tamanho
homogéneos. No entanto, os volumes utilizados sdo bem inferiores aos adotados
neste trabalho, para fins de producéo de maiores quantidades de esferas por emulséo
(3 mL/60 mL e 5 mL/100 mL comparados a 20 mL/400 mL e 30 mL/600 mL). Dessa
forma, a proporcéao de 1/20 foi tomada como padréo.

No estudo da influéncia da velocidade de agitacdo e da concentracdo da
solucdo polimérica, Tuli et al. (2012) utilizaram concentracées de PCL de 10 % (m/v)
e 15 % (m/v), para uma solucédo de PVA de 1 % (m/v), sob agitacdo a 2000 rpm, 8000
rom e 15000 rpm. Seus resultados demonstraram que o didmetro das esferas foi
inversamente proporcional a velocidade de agitacao, e diretamente proporcional a
concentragao da solucao polimérica. Hung (2011) estudou a influéncia de diferentes
velocidades de agitacao (6000, 5000, 4000 e 3000 rpm) na obtencdo de microesferas
de PCL por emulsao, a uma concentracao de 3 %(m/v) de PCL em solucao aquosa
de PVA a 2 %(m/v). Os resultados apresentados apontaram o aumento do diametro
das esferas para velocidades mais lentas, sem influéncias significativas na distribuicao
de tamanho.

Maiores velocidades de agitacdo causam o cisalhamento das gotas da
solugédo polimérica em goticulas menores que, por sua vez, geram esferas de tamanho
reduzido. Ademais, maiores velocidades geram maior circulagdo de ar atmosférico na
emulsdo, induzindo a evaporagao mais rapida do solvente, o que contribui para a
formacdo de esferas menores. Maiores velocidades em combinagdo a baixas
concentragbes do agente emulsificante (alta tens&o interfacial), levardo a
coalescéncia entre goticulas ou mesmo, a penetragéo de bolhas de ar em esferas em
processo de precipitagdo, como demonstrado pelos resultados deste trabalho (Fig.37).

O aumento da concentragdo da solugcao polimérica acarreta o aumento da
viscosidade da fase oleosa, gerando gotas mais viscosas e densas. Desse modo, 0
solvente organico encontra maiores resisténcias a evaporagdo durante o
emulsionamento. Com isso, as gotas formadas levam mais tempo para precipitar,
permitindo que sejam continuamente cisalhadas pela hélice de agitacdo, gerando
esferas de didmetros menores. Simultaneamente, as gotas em processo de
precipitacdo podem coalescer, gerando distribuicdes de tamanho mais largas. Além
disso, 0 aumento da concentracdo de PCL demanda a reorganizagdo de um maior
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numero de cadeias poliméricas para formar as esferas finais, 0 que pode ser o motivo
das diferencas de rugosidade percebidas na superficie (STROBL, 2007; SCHMIDELL
et al., 2001). O aumento do rendimento das formulacées conforme a diminuicao da
concentracdo de PCL pode estar associado a evaporagdo mais rapida do
diclorometano, resultando na precipitacdo mais instantanea das esferas, com maior
estabilidade do sistema.

Na literatura, varios processos que conduzem a alteracoes na distribuicdo de
tamanho das gotas na emulsao sao descritos. Entre eles, os processos de floculacéo,
de sedimentacao, de formagdo de uma camada semelhante a um creme (“creaming’),
de coalescéncia de goticulas e de envelhecimento de Ostwald, sdo os mais comuns.
Este ultimo ocorre com frequéncia em emulsdes do tipo agua/éleo, enquanto a
floculagdo é mais comum nas do tipo éleo/agua (CHEVALIER; BOLZINGER, 2013;
TCHOLAKOVA et al., 2006). O termo floculacao descreve a formacao de grupos de
duas ou mais particulas, sendo que estas podem se unir ou separar-se do grupo a
qualquer momento. J& a coalescéncia consiste em um processo irreversivel resultante
da ruptura dos filmes finos formados entre duas gotas, para gerar gotas maiores.

Nesse contexto, particulas sélidas finamente divididas podem agir como
estabilizantes de emulsdes pois quando adsorvidas na superficie das gotas,
ocasionam uma barreira fisica que pode impedir a coalescéncia. O sucesso dessa
estabilizacdo depende do balango hidrofilico/lipofilico das particulas. Emulsdes nas
quais os surfactantes sédo substituidos por particulas sdlidas, sdo denominadas
emulsdes de Pickering. E reportado que a alta resisténcia & coalescéncia é uma das
maiores vantagens da adicdo dessas particulas que, em escala nanométrica,
possibilitam principalmente a estabilizagdo de goticulas de tamanho reduzido (<10
pum), podendo estabilizar também goticulas maiores (CHEVALIER; BOLZINGER,
2013; FUJII et al., 2012).

Em sistemas de emulsdo S/O/A, as particulas sélidas, além de serem
utilizadas como co-emulsificantes, sdo também empregadas como agente porogénico
para obtencdo de microesferas porosas. A insercdo de particulas sélidas com
afinidade tanto com a fase oleosa quanto com a fase aquosa influencia na velocidade
de difusédo do solvente volatil, levando a formacgao de estruturas porosas (CAl et al.,
2013). Nesta pesquisa, os processos de coalescéncia e de floculagdo sdo percebidos
para as formulacdes de esferas de PCL, PCL/TCP e PCL/nHA, sendo que, com a
adicao das nHA, esses eventos foram mais pronunciados. Foram também geradas
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particulas porosas e observou-se a tendéncia das nHA a incorporarem-se as
extremidades das particulas. Isso evidencia os efeitos do aumento da érea superficial
associados a afinidade das nHA tanto com as fases oleosa e aquosa da emulsao.

Foi apontado por Zhou, Wang e Cheung (2011) e por Duan et al. (2010), que
a introdugéo de nanoparticulas as emulsées S/O/A diminuiu o didmetro médio das
microesferas, provavelmente porque estas agem como um surfactante de Pickering
(um co-emulsificante) em combinacdo com o PVA, formando goticulas menores
durante o emulsionamento. Nesta tese, a modificacdo superficial das nHA as tornou
mais hidrofébicas. Logo, evitou-se em parte a migracao natural dessas particulas para
a interface 6leo/agua, o que justifica 0 aumento no didmetro médio das esferas de
PCL/TCP e PCL/nHA com relagao as esferas de PCL.

Quanto as micro rugosidades formadas na superficie das esferas de
PCL/nHA, estas podem surgir devido a evaporacdo do DCM das goticulas,
acompanhada de uma diminuicao da area interfacial entre as fases O/A e de retracao
do material. No momento da retracao, as nHA situadas préximo as extremidades da
goticula sao dispensadas ou permanecem recobrindo a superficie das esferas (FUJII
et al., 2012; ZHOU et al., 2010). As micro rugosidades conferidas ao material pela
presenca das nHA mas também observadas na superficie das esferas de PCL, sao
favoraveis a diferenciacao e proliferacao de osteoblastos, conforme demonstrado na
literatura (GONCALVES et al., 2015; WANG et al., 2011; GENTILE et al., 2010).

Sao descritos, na literatura, variados mecanismos de quebra da gota em
emulsdes. De modo geral, nas gotas com viscosidade maior que da fase continua, o
mecanismo acontece preferencialmente por estiramento da gota na direcao axial,
podendo ocorrer também pela formagao de canais na parte posterior da gota (Figura
74). Porém, simultaneos mecanismos podem ocorrer, causando a deformacgéo. Por
cisalhamento, ocorre a deformagao devido ao gradiente de velocidade (SMITH, 1974).
Esses fendmenos associados a possivel agdo estabilizante das nanoparticulas e a
floculagéo, tendem a ser mais pronunciados com a reducgéo da velocidade de agitacao
do sistema acompanhada de aquecimento, que permite a volatilizagdo de solvente
organico das particulas antes que sejam cisalhadas em goticulas menores. Isso pode
justificar a obtencdo de particulas tanto de formato esférico quanto irregular,
sintetizadas na Etapa 083.
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Figura 74 — Mecanismo de quebra de gota por estiramento.

Zhou, Wang e Cheung (2011) desenvolveram microesferas de PLLA/HA
carbonatada (CHA) para estruturacdo de matrizes 3D visando a regeneragao 6ssea,
a partir do método de emulsao, utilizando o DCM como solvente e o PVA como
emulsificante. Ao avaliar a influéncia da adicao de diferentes contelddos de CHA,
observou que com adicdo de até 10 %(m/t), ndo foram observadas CHA
remanescentes, nao incorporadas a matriz polimérica. Esse fato foi notado para
conteudos a partir de 15 %(m/t), o que corrobora com os resultados desta tese, obtidos
pelas andlises por TG na Etapa 02.

Qiu et al.(2007) investigou a producao de microesferas de PLLA/HA, utilizando
HA enxertadas com PLLA em sua superficie para avaliar o encapsulamento destas na
matriz polimérica. Obtiveram microesferas em uma faixa de 200 nm-7,7 um e,
variando o contetudo de HA de ~9 a ~33,3 %(m/m), obtiverem menos de 4 % de
incorporacao com as HA nao enxertadas. Com a modificagdo superficial, o contetdo
de HA encapsulado aumentou para até 29,7 %. Ainda, os resultados de Qiu et
al.(2007) demonstraram que, para a adicao de conteudos de HA a partir de 23 %, a
quantidade de HA incorporada foi influenciada pela concentracdo de PVA, obtendo-
se melhores resultados para 2 % que para 4 %, o que é resultante da saturagéo do
sistema emulsionado. Kim e Koh (2013) prepararam microesferas de PCL/HA porosas
utilizando um método de emulsdo S/O/A modificado, e apontaram um aumento no
didmetro médio das microesferas conforme o aumento do conteudo de HA, resultado
atribuido ao aumento da viscosidade das dispersoes.

De acordo com os resultados encontrados na literatura, o rendimento das
formulacbées de PCL/nHA na Etapa 02 quanto ao conteudo real de nHA incorporado a
matriz polimérica foi bastante satisfatorio com a utilizagdo do acido estearico como
agente de acoplamento. Com relacdo a Etapa 03, o rendimento foi potencializado
aumentando-se a faixa de didmetro das esferas e incluindo-se a producdo de
particulas irregulares. Ademais, o rendimento da producdo de particulas tanto na
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Etapa 02 quanto na Etapa 03 foram satisfatérios mediante o método de emulséo
empregado, alcangando-se valores maiores que 60 % e 80 %, respectivamente.

E importante citar que as esferas produzidas na Etapa 02 (faixa de 10-150
um) podem ser utilizadas para a producao de matrizes 3D pelo método de SLS. Duan
et al.(2010) descreve que o po6 utilizado para este tipo de fabricacdo deve apresentar
boa fluidez, para que possa ser uniformemente espalhado e organizado na camara de
sinterizacdo, sendo a faixa de 10-150 um mais adequada. Devido as grandes
quantidades de pd necesséarias para o processamento em equipamentos de SLS
convencionais disponibilizados comercialmente, esse método se torna inviavel,
dependendo da composicao do material, resultando em altos custos de producao.
Visando reduzir esse consumo, Lee (2006) modificou o equipamento de SLS
Sinterstation® 2000 para permitir o uso de menores quantidades de material de
partida, visando especificamente a producdo de matrizes 3D para a engenharia de
tecidos. No entanto, o acesso a esse equipamento ainda é limitado.

As caracterizagdes fisico-quimicas das esferas de PCL/nHA-DC obtidos nas
Etapas 02 e 03, realizadas por DRX e FTIR, indicaram a presenca de ambos materiais
na composicao final. As andlises por FTIR evidenciaram que uma possivel interagao
entre os grupos carboxila da PCL com o Ca?* da superficie das nHA ocorreu. Essa
interacao quimica pode ter sido acentuada devido a modificacao superficial das nHA
com acido estearico.

Estudos utilizando a emulsao com evaporagao do solvente para produgéo de
esferas acima de 800 um, compostos de PCL/nHA-DC nédo foram encontrados na
literatura até o momento, indicando o carater pioneiro desta abordagem. Estas
particulas (Etapa 03) foram utilizadas neste trabalho para estruturar matrizes 3D
porosas a partir do método de agregacao por aquecimento a baixas temperaturas. A
partir desse método, particulas adjacentes ligaram-se pela formagao de “pescocgos’,
resultando em uma arquitetura 3D porosa com estrutura hierarquica de poros. No
entanto, os “pescocgos” formados ndo conferiram as matrizes propriedades mecénicas
satisfatorias para aplicacbes como dispositivos de suporte de carga e preenchimento
no corpo. Logo, as matrizes produzidas neste trabalho sdo direcionadas a cultura de
células e maturagéo de tecidos in vitro, em bioreatores, para posterior reimplante.

Este trabalho descreve uma simples abordagem no diz respeito ao
planejamento da arquitetura 3D das matrizes. Foi possivel estabelecer uma equagéo
(Equacgéao 5) na qual o didmetro de poros final da estrutura pode ser estimado a partir
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do diametro das esferas utilizadas. O didametro de poros encontrado nas matrizes
produzidas foi compativel aos valores previstos pela equacao. No trabalho de Luciani
et al. (2008), por exemplo, foi realizado um estudo da relagdo diametro da
esfera/didmetro dos poros finais por tentativa e erro. As esferas foram classificadas
em diferentes faixas de diametro, e matrizes foram produzidas. Posteriormente,
avaliou-se a morfologia de cada matriz. Esse processo pode ser facilitado utilizando a
equacao indicada neste trabalho.

O papel da estrutura porosa (tamanho e formato dos poros, porosidade e
interconectividade) é crucial para o efetivo funcionamento das matrizes 3D na
regeneracao tecidual. Uma estrutura porosa interconectada adequada pode favorecer
a adesao e desenvolvimento celular, a migracao de células e interacao célula/célula,
além de facilitar a difusdo de nutrientes e fluidos, para formacao da matriz extracelular.
Também pode beneficiar a osteocondutividade e vascularizagdo durante a
remodelagem do tecido 6sseo (ZADPOOR, 2015; AMINI; LAURENCIN;
NUKAVARAPU, 2012).

Para o tecido 6sseo, a arquitetura ideal dos suportes tém sido alvo de
discussdes, tendo em vista a ambiguidade gerada pelos resultados de variados
estudos in vitro e in vivo (MEHR et al., 2015; XU et al., 2014; BARTNIKOWSKI et al.,
2014; LOH; CHOONG, 2013; ANNABI et al., 2010). Isto é gerado principalmente
porque as condi¢bes mais adequadas sao diferentes para aplicagdées in vitro ou in
vivo. (ZADPOOR, 2015; KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005).

Por exemplo, é reportado que poros que poros no minimo =100 uym sao
necessarios para o desenvolvimento do tecido. Uma estrutura com poros menores ou
pouca interconexdo pode nao disponibilizar espaco suficiente para o transporte de
fluidos até a completa angiogénese. Um tamanho médio de poros de 300 um pode ser
mais adequado (KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005). De acordo com Guo et al.
(2009), maiores quantidades de tecido foram observadas em implantes com poros na
faixa de 300-500 um. Por isso, de modo geral, foi estabelecida uma faixa de 100-500
MM como base para este trabalho. Esta faixa foi alcan¢ada, assim como poros maiores
que 500 ym, demonstrando a formagédo de uma hierarquia porosa.

Os estudos mais recentes tém enfatizado ndo somente o tamanho dos poros
mas também a sua geometria, baseados na influéncia da curvatura da superficie.
Rumpler et al. (2008) demonstrou que curvaturas com diametros muito maiores que

as células podem melhorar a interacdo com elas e influenciar no seu comportamento.
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Além disso, tem sido demonstrado que superficies cOncavas sdo mais favoraveis que
as convexas e as planas (BOCCACCIO et al., 2016; BIDAN et al., 2013). No entanto,
esses resultados ainda devem ser melhor confirmados por ensaios in vivo
(ZADPOOR, 2015). Com base nesses estudos, este trabalho buscou construir uma
estrutura microporosa adequada, tendo em vista as curvaturas geradas pela
estruturagdo por microesferas porosas contendo, ainda, nanoparticulas distribuidas
em sua superficie.

Em 1991 foi proposto que o requisito essencial para um material destinado a
regeneracao éssea seria a sua capacidade de ligar-se ao tecido ésseo pela formacao
de uma camada apatitica em sua superficie in vivo, e que esta formacao poderia ser
reproduzida em SBF (KOKUBO; TAKADAMA, 2006). A partir dos ensaios de
bioatividade in vitro realizados neste trabalho, foi verificada a capacidade bioativa dos
suportes com a adicao das nHA. Os melhores resultados foram encontrados para a
composi¢ao PCL/nHA 55/45, conforme esperado, devido as maiores quantidades de
nHA dispostas na superficie do material. Portanto, essa composicao foi determinada
como mais adequada para a construcdo das matrizes 3D.

Para o desenvolvimento tecidual é necessario que as células tenham a sua
disposicao os fatores e condi¢gdes necessarias para o seu metabolismo, crescimento
e diferenciacdo. Os biomateriais a serem utilizados com a finalidade de reposicao
tecidual devem, portanto, oferecer essas condi¢des, sendo que uma das principais
caracteristicas que um biomaterial deve propiciar € a disponibilidade de uma
superficie ideal para a aderéncia celular. A interagao entre a célula e a superficie da
matriz oferecida é fundamental na regulacdo do comportamento celular. Nesse
contexto, a utilizagdo do composito PCL/nHA como matriz emerge com grande
potencial, pois 0 material oferece condicbes para adesdo celular sem alterar a
viabilidade celular. Além disso, ja foi demonstrado que células, ap6s aderidas ao
composito PCL/nHA, passaram a secretar matriz extracelular, fundamental n&o
somente para a sobrevivéncia da propria célula secretora, como para migracdo e
adeséo de novas células (KUPPAN; SETHURAMAN; KRISHNAN, 2015).

As interag6es que passam a existir entre o compésito PCL-nHA/célula/matriz
extracelular propiciam um microambiente suscetivel para a regeneracao celular e
tecidual. Muitas dessas interacdes sdo mediadas através de proteinas como as
integrinas, que estao presentes na membrana celular, sendo elas responsaveis por

mediar a interacdo das células com a matriz extracelular (HAN et al., 2014). Com a
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adicao da hidroxiapatita, a carga positiva gerada na superficie do compaésito também
pode favorecer a adesao celular acelerando assim a fixacdo das células em sua
estrutura. Esses efeitos podem ser acompanhados por outros processos celulares
como proliferacdo e diferenciacao celular, como ja foi demonstrado por Du et al.
(2015), Shinto et al. (2013) e Shor et al. (2007).

Portanto, essas caracteristicas biolégicas de manutencédo e proliferacao
celular, além de citocompatibilidade, as quais podem ser observadas em materiais
compostos com PCL/nHA, tornam evidente o grande potencial que esse material
apresenta para a utilizacao na producao de biomateriais. Desta forma, os resultados
da avaliacao da viabilidade celular da PCL, e da adeséo celular in vitro das matrizes
3D de PCL/nHA-DC encontrados nesta tese corroboram com os dados ja descritos na
literatura, e demonstram que, apés o0 processo de producdo empregado, as
caracteristicas biol6gicas de compatibilidade e de nao produgao de efeitos citotoxicos
se mantém. Além disso, as matrizes demonstraram ser um bom substrato para a
adesao e desenvolvimento celular.
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CONCLUSOES

Este trabalho de pesquisa teve como foco a producdo de matrizes 3D para

utilizagdo como suporte na reparacao tecidual com énfase no tecido ésseo, buscando

novas perspectivas quanto ao aprimoramento da microestrutura desses dispositivos a

partir de nanocompdsitos. A policaprolactona e a nanohidroxiapatita deficiente em

calcio sao materiais promissores, passiveis de processamento no campo dos

materiais avangados utilizando meios fabris convencionais mais acessiveis. Com base

nos objetivos definidos para este trabalho, conclui-se que:

O método de precipitacao quimica via Umida conduzido a baixas temperaturas
foi efetivo reprodutivel, obtendo-se nanoparticulas de hidroxiapatita
deficientes em calcio no formato de haste, medindo ~47 nm de comprimento
e ~8 nm de largura, com superficie especifica de 90,1 m?/g. Ainda, foi possivel
modificar a superficie dessas nanoparticulas com acido esteéarico, melhorando
sua interacdo com a PCL no compdésito, sem prejuizos a sua capacidade
bioativa.

O método de emulsdo O/A e S/O/A utilizado para produzir particulas esféricas
na faixa de 10-150 pym e maiores que 800 um, compostas de PCL e de
PCL/nHA, foi apropriado e eficaz. Foi possivel estabelecer os parametros de
processamento especificos a producado de diferentes faixas de diametro,
controlando-se a morfologia final das particulas. Todas as formulagdes
experimentadas apresentaram rendimento satisfatorio, acima de 60 % para
particulas entre 10-150 um, e acima de 80 % para diametros maiores que 800
pm.

As particulas compostas de PCL apresentaram formato unicamente esférico,
medindo na faixa de 2-1000 um, predominantemente densas, com micro
rugosidades.

Quanto as particulas compostas por PCL/nHA-DC, foram produzidos
diametros na faixa de 3-250 pum, que apresentaram formato
predominantemente esférico, com microrugosidades. Na faixa de 300-3300
um, foram obtidas tanto esferas quanto particulas de formato irregular. Em

ambos os casos, formaram-se particulas densas ou porosas.
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As analises por DRX, FTIR, MEV, MO e TG evidenciaram a presenca das
nHA-DC no compdsito, distribuidas interna e externamente as particulas. A
partir dos espectros de FTIR foi observada uma possivel interagéo entre os
grupos carboxila da PCL com o Ca?* da superficie das nHA. Esses resultados
demonstraram interagdes fisicas e quimicas entre a PCL e as nHA favoraveis.
Matrizes 3D porosas de PCL e de PCL/nHA foram obtidas pelo método de
agregacao de particulas por aquecimento a baixas temperaturas, utilizando
particulas maiores que 800 um. O método utilizado foi simples e reprodutivel,
capaz de produzir uma arquitetura 3D previsivel, com hierarquia de poros
medindo até 1500 pm.

Os ensaios bioldgicos in vitro de bioatividade, avaliacdo da viabilidade celular
e de adesao celular evidenciaram a capacidade bioativa dos dispositivos com
a adicdo das nHA e indicaram que o material se mostrou um substrato
favoravel para adesao e desenvolvimento celular.

A composicdo PCL/nHA-DC 55/45 foi a mais satisfatéria para producao das
matrizes 3D, devido ao maior conteudo de nHA incorporado a matriz
polimérica que resultou em melhores propriedades biolégicas.



7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para que as esferas e matrizes 3D de PCL/nHA-DC desenvolvidos neste
trabalho de investigacdo possam vir a atender os requisitos necessarios para a efetiva
aplicacdo como biomaterial para regeneragcdo do tecido 6sseo, tem-se como
perspectiva o aperfeicoamento do material e do processo de producdo no que diz
respeito:

- Ao processamento das particulas: liofilizacdo para retirada de possiveis
residuos do solvente organico; modificacdo superficial ou funcionalizacdo visando
melhorar a afinidade do PCL por biomoléculas e células, mediante hidrélise alcalina e
acida na presenca de agentes oxidantes (NaOH, NaOH+KMnQO4, HoSOs+ KMnOs);
encapsulamento de farmacos as microesferas visando sua utilizacdo como produtos
autébnomos;

- A andlise das particulas: por cromatografia gasosa para quantificagdo do teor
de solvente residual no material.

- Ao processamento das matrizes 3D: utilizar o método de lixiviagao de
particulas, aplicando como estruturantes as microesferas na faixa de 10-150 um e
350-800 um, buscando alcangar uma arquitetura com maior hierarquia de poros e
propriedades mecéanicas mais favoraveis; funcionalizagdo com moléculas bioativas
favoraveis ao desenvolvimento do tecido 6sseo, tais como a osteostatina e o peptideo
de crescimento osteogénico (OGP); estudos de esterilizagao.

- A andlise das matrizes 3D: realizagdo de ensaios mecanicos.

- Aos ensaios biolégicos: Avaliagdo da viabilidade celular in vitro na presenga
do composito; adesao e proliferagdo celular in vitro avaliada por Microscopia Confocal
de Fluorescéncia e utilizando diferentes linhagens celulares; posteriores estudos de
implante in vivo.

- A composicdo do material: produzir o compésito utilizando outras fases de
fosfato de calcio, vitro-ceramicas, ceramicas bifasicas ou trifasicas, com aplicacao
favoravel ao desenvolvimento do tecido 6sseo; favorecer as propriedades da matriz
polimérica a partir da formacao de blendas do PCL com o PLGA ou o PLA, por

exemplo.
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