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RESUMO

O objetivo deste trabalho consiste na obtencao de estruturas tridimensionais porosas
de PCL e B-fosfato tricalcico (B- Cas(POa4)2), wollastonita (CaSiOs) e bredigita
(Ca,,Mg,(SiO,),) para aplicacdo em regeneracéo o6ssea e liberagdo de farmaco. A fim

de obter estruturas com melhores propriedades no que diz respeito a reabsorcao,
morfologia e composi¢cao quimica semelhante a fase mineral 6ssea, caracteristica dos
fosfatos. Além disso, proporcionar caracteristicas bioativas, de biodegradacao e
osteoindugao. A ceramicas foram obtidas pela sintese de combustdo em solugado por
este ser um método simples e eficaz na obtencdo de materiais em nano-escala. Os
materiais utilizados para obtencdo da ceramicas foram: nitrato de calcio, nitrato de
magnesio, silica coloidal, fosfato de aménio dibasico, como fonte de calcio, magnésio
e fosforo, respectivamente. O &cido nitrico e os ions de nitrato foram utilizados como
oxidantes. Ja a ureia foi utilizada como combustivel. Foi investigado o efeito do
combustivel e também a propor¢cdo de combustivel e oxidante sobre a reacdo de
combustdo, bem como sobre a composicao quimica dos pés obtidos. Apés a sintese,
0os materiais foram caracterizados por difracdo de raios-x (DRX), microscopia
eletrbnica de varredura com emissao de campo (MEV-FEG) e superficie especifica.
Na sintese do fosfato de célcio (TCP) foram obtidas as fases: beta fosfato de calcio
(B- Cas(POa4)2) e da hidroxiapatita, utilizando trés vezes a quantidade de combustivel.
Na sintese da wollastonita (W) foi obtida a fase de parawollastonita (CaSiOs),
utilizando duas vezes a quantidade de combustivel. J&4 na sintese de bredigita (BRE)
foram obtidas as fases de bredigita (Ca,,Mg,(SiO,);) e de silicato dicalcico (y-

Ca=SiO4) quando foi utilizado trés vezes a quantidade de combustivel. Todas as
amostras apresentaram estrutura submicrénica com baixa superficie especifica.
Scaffolds compésitos de PCL/TCP/W e PCL/TCP/BRE foram produzidos pelo método
de evaporacao de solvente e lixiviacao de particulas, utilizando o NaCl como agente
porogénico, para obtencdo de poros interconectados, na faixa de 100 a 500
micrdmetros. Os scaffolds produzidos foram caracterizados por microscopia 6tica
(MO), microscopia eletronica de varredura (MEV), resisténcia a compressao,
bioatividade in vitro, adesado celular, liberagdo do farmaco e capacidade
antimicrobiana. A composi¢cdo com 70% (v/v) de carga inorganica apresentou melhor
uniformidade nos poros e melhor resisténcia a compressdo. Esses scaffolds
apresentaram resisténcia a compressdo aceitdvel para materiais com elevada
porosidade, além disso, apresentaram-se biodegraveis in vitro, boa capacidade
bioativa, e superficie adequada para adesao celular. Os scaffolds com o farmaco
vancomicina apresentaram liberacao lenta e uniforme do farmaco por um periodo de
2 meses e boa capacidade antimicrobiana, sugerindo a aplicagao vantajosa desses
dispositivos para a regeneracao de tecidos ésseos.

Palavras chaves: Compositos. Biomateriais. Arcabougos. Vancomicina



ABSTRACT

The objective of this work is to obtain porous three-dimensional structures of PCL and
B-tricalcium phosphate (B-Cas(POa4)2), wollastonite (CaSiOs) and bredigite (Cai1aMg2
(SiO4)s) for application in bone regeneration and drug. In order to obtain structures with
better properties with respect to reabsorption, morphology and chemical composition
similar to the bone mineral phase, characteristic of the phosphates. In addition, provide
bioactive characteristics, biodegradation and osteoinduction. The ceramics were
obtained by the synthesis of combustion in solution because this is a simple and
efficient method to obtain nano-scale materials. The materials used to obtain the
ceramics were: calcium nitrate, magnesium nitrate, colloidal silica, dibasic ammonium
phosphate, as source of calcium, magnesium and phosphorus, respectively. Nitric acid
and nitrate ions were used as oxidants. The urea was used as fuel. It was investigated
the effect of the fuel and also the proportion of fuel and oxidant on the combustion
reaction, as well as on the chemical composition of the obtained powders. After the
synthesis, the materials were characterized by X-ray diffraction (XRD), scanning
electron microscopy with field emission (SEM-FEG) and specific surface. In the
synthesis of calcium phosphate (TCP) the following phases were obtained: beta-
calcium phosphate (3-Cas(POa)2) and hydroxyapatite, using three times the amount of
fuel. In the synthesis of wollastonite (W) the parawollastonite phase (CaSiOs) was
obtained, using twice the amount of fuel. In the synthesis of bredigite (BRE) the
bredigite (Cai14Mg2(SiO4)s) and dicalcium silicate (y-Ca2SiO4) phases were obtained
when the amount of fuel was used three times. All samples had submicron structure
with low specific surface area. Scaffolds composed of PCL/TCP/W and PCL/TCP/BRE
were produced by the solvent evaporation and particle leaching method, using NaCl
as a porogenic agent, to obtain interconnected pores in the range of 100 to 500
micrometers. The scaffolds produced were characterized by optical microscopy (OM),
scanning electron microscopy (SEM), compressive strength, in vitro bioactivity, cell
adhesion, drug release and antimicrobial capacity. The composition with 70% (v / v) of
inorganic filler showed better pore uniformity and better compressive strength. These
scaffolds presented acceptable compressive strength for materials with high porosity,
in addition, they were biodegradable in vitro, good bioactive capacity, and adequate
surface for cell adhesion. The scaffolds with the drug vancomycin showed slow and
uniform release of the drug for a period of 2 months and good antimicrobial capacity,
suggesting the advantageous application of these devices for the regeneration of bone
tissues.

Keywords: Composites. Biomaterials. Scaffolds. Vancomycin
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1 INTRODUCAO

O tratamento de fraturas, traumas e patologias que levam a perda de porgoes
de tecido 6sseo é um desafio importante nas cirurgias ortopédicas, cranio-maxilofacial
e odontoldgica. A solugdo aplicada por um longo periodo de tempo para resolver este
problema foi o uso de enxertos de osso autélogo, aquele no qual a parte a ser
transplantada é retirada do préprio individuo, sendo um tipo de transplante que nao
causa reagao de rejeicao (Liu; Cao, 2011). No entanto, as quantidades requeridas de
enxerto nem sempre estdo disponiveis e para a sua coleta precisa-se de uma cirurgia
prévia que as vezes pode causar incOmodo e complicacbes ao paciente. Outra
alternativa sao os aloenxertos, neste caso, os tecidos ou 6rgaos sao retirados de um
individuo doador geneticamente diferente e implantados em outro da mesma espécie,
esse tipo de enxerto pode apresentar rejeicéo e, para evitar esse problema, precisa
de tratamento com drogas imunossupressoras. Uma terceira opcao é a utilizacao dos
xenorenxertos, que sao os enxertos retirados de um individuo de outra espécie, mas
esse também pode apresentar rejeicdo (Borenstein, 2008; Boyan et al., 2011).

Assim, surge a necessidade de produzir dispositivos para a regeneragao e/ou
substituicdo éssea e a Engenharia de Tecidos vem sendo estudada por fornecer uma
fonte ilimitada desses dispositivos, denominados de scaffolds, que sdo estruturas
tridimensionais com funcao de suporte temporarios para adesao e proliferacéo celular,
que irdo, juntamente com enzimas e fatores de crescimento favorecer o processo de
regeneracao dos tecidos (Bellucci et al., 2010).

Para a fabricacdo destes scaffolds tem sido proposta uma grande variedade
de materiais, principalmente polimeros, ceramicos e compdésitos (Boyan et al., 2011).
Dentre eles, o acido polilactico (PLA), seus copolimeros como &cido poliglicélico
(PLGA), e a policaprolactona (PCL), tém sido muito estudados, pois séo
biodegradaveis in vivo, seus produtos de degradagdo nao sido toxicos e apresentam
baixas temperaturas de transigéo vitrea, o que facilita seu processamento tecnoldgico
(Borenstein, 2008; Goswami et al., 2013; Navarro et al., 2006). No entanto, para
algumas aplicagbes nas quais € necessario que as propriedades mecanicas do
scaffold se assemelhem as do 0sso, é preciso aumentar a tenacidade, resisténcia e
médulo de Young dos materiais usados na sua fabricagdo. Para isso, € comum

adicionar aos polimeros um material de reforco, geralmente fibras ou pdés ceramicos,
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resultando em compdésitos de matriz polimérica e carga ceramica (Russias et al., 2006;
Tanodekaew et al., 2013; Wang, 2003).

A carga ceramica também deve ser reabsorvivel e biocompativel com o tecido
0sseo. Na literatura cientifica muitos estudos relatam o uso de diferentes ceramicas
de fosfatos e silicatos de célcio na fabricacdo de materiais para regeneracao 6ssea
(Cao; Kuboyama, 2010; Nandakumar et al., 2013; Verheyen et al., 1992). Dentre as
ceramicas com estas caracteristicas se destacam, por sua bioatividade e
biodegradabilidade, o fosfato tricalcico (TCP, Cas(POa4)2), a-metasilicato de calcio
(pseudowollastonita, a-CaSiOs) e o orto-silicato de heptacalcio e magnésio (bredigita,
CarMg(SiOa4)4) (Alves, 2005; Czechowska et al., 2014; Goswami et al., 2013;
Nandakumar et al., 2013; Wu et al., 2007).

Varias sao as técnicas para a obtencao de scaffolds compdsitos (Hutmacher
et al., 2008), dentre elas, a técnica de evaporacao do solvente tem se destacado por
ser uma técnica relativamente simples, que ndo necessita de equipamentos
sofisticados, e € reprodutivel. Consiste na dissolugdo de um polimero num solvente,
com a adicao e dispersao da carga ceramica na solu¢ao do polimero, e finalmente, a
colagem em um molde apropriado e secagem ou liofilizacdo. Quando se requer
porosidade, a técnica pode ser modificada mediante a adicdo de particulas do
tamanho adequado de um agente porogénico lixiviavel, insolivel no solvente usado
para dissolver o polimero, tal como, sal, glucose, etc., que depois da secagem é
dissolvido e extraido do compdsito (Thavornyutikarn et al., 2014).

Os scaffolds além de serem utilizados para regeneragdao 6ssea podem ser
carregados com farmacos que apresentam potencial para tratamento de infeccoes
osseas. A administracdo local do farmaco minimizam os efeitos colaterais e o risco de
sobredosagem fornecendo concentragdo terapéutica apropriada para o tratamento
(Du et al., 2017; Mourino et al., 2013).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho consiste na obtencao de estruturas
tridimensionais porosas de PCL e B-fosfato tricélcico (B- Casz(POa)2), wollastonita

(CaSiOs) e bredigita (Ca,,Mg,(SiO,);) para aplicagdo em regeneragdo Ossea e

liberacdo de farmaco. A fim de obter estruturas com melhores propriedades no que
diz respeito a reabsorcdo, morfologia e composigcdo quimica semelhante a fase
mineral 6ssea, caracteristica dos fosfatos. Além disso, proporcionar caracteristicas
bioativas, de biodegradacéao e osteoinducao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tecido Osseo

Os ossos que compdem o esqueleto apresentam fungdes importantes, sao os
principais elementos estruturais do corpo, protegendo os 6rgéos vitais e fornecendo
uma estrutura rigida para a locomocgéao. Além disso, atuam como reservatoério de célcio
e fésforo que sao essenciais na hematopoiese (ou seja, producdo de células
sanguineas na medula 6ssea) (Morgan; Bouxsein, 2008; Ralston, 2017).

O tecido 6sseo é altamente diversificado, tanto estruturalmente como
funcionalmente. Sua arquitetura varia entre macro, micro e nanoestrutura, com arranjo
e orientagdo irregulares, porém otimizados, tornando o0 osso um material heterogéneo
e anisotrépico e, consequentemente, apresentando diferentes propriedades
mecanicas (Rho et al., 1998).

A macroestrutura do osso é dividida em osso cortical e 0osso esponjoso. O
osso cortical, que compreende 80% da massa Ossea, € denso com uma area
superficial baixa e forma uma espécie de envelope em torno da cavidade da medula.
Sua organizacao estrutural hierdrquica € composta por 6steon em micro escala, fibras
de colageno em uma nano-escala e moléculas de colageno em uma sub-nano-escala.
O osso trabecular ou esponjoso, representa cerca de 20% da massa total do esqueleto
tem uma densidade mais baixa e uma area de superficie maior do que o 0sso cortical
(Ralston, 2017; Wu et al., 2014).

O osso € um compdsito organico-inorganico natural, composto por fibras de
colageno e nanocristais de uma fase apatitica, a hidroxiapatita (HA) com a férmula
quimica Caio0(PO4)s(OH)2, podendo conter outros ions adicionais, como o estréncio,

zinco, magnésio, carbonato e etc (Figura 1) (Nair et al., 2013; Wu et al., 2014).
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Figura 1 - Organizagao estrutural hierarquica do osso, demonstrando sua arquitetura em
varias escalas. Fonte: Adaptado (Nair et al., 2013).

A modelagem 6ssea € o processo pelo qual o 0sso é formado por osteoblastos
sem reabsorcao éssea prévia. Este processo é vigoroso durante o crescimento e
produz alteragdes no tamanho e forma do o0sso. Ja o remodelamento ésseo ocorre ao
longo da vida. O osso € primeiro reabsorvido por osteoclastos e depois formado no
mesmo local por osteoblastos. O propdsito da modelagem e da remodelacao durante
a vida adulta é simplesmente manter a resisténcia éssea por reparacao de danos e/ou
desgastes (Seeman, 2008). Através da remodelagédo, nossos 0ssos sao capazes de
auto reparar e de adaptar sua estrutura em resposta a mudancas nas demandas
mecanicas, biolégicas e bioquimicas (Morgan; Bouxsein, 2008).

Por varias razées, como tamanho do defeito dsseo, infeccao e muitos outros,
o osso ferido ou doente pode ndo ser capaz de se reparar por meio de fixacao
mecanica isoladamente. A importancia da substituicdo ou regeneragéo do osso torna-
se clara nos casos de doencas como a osteogénese imperfeita, osteoartrite,
osteomelite e osteoporose, em que o desenvolvimento ou volume normal do 0sso séo
prejudicados e também em situagées em que 0 0sso € removido cirurgicamente por
trauma ou infecgcédo grave (Porter et al., 2009; Zhou et al., 2017).

O aumento de procedimentos de reconstrucao em ortopedia, devido a traumas,
tumor, deformidade, degeneracédo e envelhecimento da populacao, tem gerado nao
s6 avancos cirurgicos, como também o desenvolvimento de novos implantes 6sseos
(Wu et al., 2014).

Na ortopedia a pratica clinica moderna demonstrou que o autoenxerto exibe
efeito terapéutico superior na unido 6ssea. No entanto, estdo em oferta limitada e
estdo associados a elevadas taxas de morbidade local do doador. Os aloenxertos

estardo disponiveis em maiores quantidades mas, apresentam algumas
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desvantagens como, o tempo de operagao envolvido na colheita do osso autégeno.
Os xenoenxertos, enxertos obtidos de outros mamiferos, também podem ocasionar
forte rejeicao e também a possibilidade de transmissdo de virus e outros agentes
infecciosos (Borenstein, 2008; Boyan et al., 2011).

Neste contexto, a engenharia de tecidos e a medicina regenerativa emergiram
como estratégias promissoras para a reconstituicio 6ssea com a ambicdo de

contornar as complicagdes associadas as técnicas tradicionais.

2.2 Engenharia de tecidos

O campo da engenharia de tecidos surgiu na década de 1980 com o objetivo
de auxiliar pacientes que sofriam com a perda de tecidos ou érgdos associado a
escassez, cada vez maior, de doadores (Langer; Vacanti, 1993).

Este novo campo oferece potencial para resolver os problemas da escassez
de doadores de 6rgaos necessarios para manter a qualidade de vida de uma
populacdo em crescente envelhecimento. A engenharia de tecidos trata de evitar
completamente o risco de reagdes imunoldgicas, tais como rejei¢cdes (hiperaguda e
retardada), bem como infecgdes virais, utilizando células autélogas (Hench; Jones,
2005; Stock; Vacanti, 2001).

A engenharia de tecidos € um campo interdisciplinar que aplica os principios
e métodos de engenharia e ciéncias bioldgicas para entender como funcionam as
relagbes estruturais e funcionais do tecido normal e doente para o desenvolvimento
de substitutos a fim de restaurar, manter ou melhorar a funcao do tecido ou 6rgao
danificado (Lavik; Langer, 2004). De acordo com Langer e Vacanti (1993), o
desenvolvimento desses substitutos leva em conta trés estratégias gerais: células ou
substitutos celulares, fatores de crescimento e matrizes que irdo fornecer suporte para
a regeneracao e/ou substituicao tecidual.

Em alguns casos, o crescimento interno das células hospedeiras logo apés a
implantagéo do suporte tem sido bem sucedido na geragcéao de novos tecidos, mas na
maioria dos casos € necessaria uma fonte celular que seja do proprio hospedeiro ou
de um doador, que determina o tipo de tecido que sera reconstituido. O tipo de célula
€ um item critico para o sucesso de uma estrutura no campo da engenharia de tecidos.

As células mais utilizadas sdo células estaminais adultas (células-tronco da medula
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Ossea, do tecido adiposo, do dente, do sangue periférico), células estaminais
embrionéarias, células tronco pluripotentes e células geneticamente modificadas
(Roseti et al., 2017; Stock; Vacanti, 2001).

Uma vez que estas células sdo maduras e completamente diferenciadas, elas
sao geneticamente pré-programada quando inoculada no scaffold. As células-tronco
apresentam vantagens por apresentar elevada capacidade de proliferacao, auto-
renovacgao e diferenciagdo em multiplas linhagens, e sao, portanto, considerada como
uma das melhores fontes de células para engenharia de tecidos (Liu; Cao, 2011).

Outra possibilidade € o uso de scaffolds preparados com moléculas soluveis,
tais como antibidticos, agentes quimioterapéuticos ou fatores de crescimento (ou
seja, Proteinas Morfogenéticas Ossea - BMPs e Fator de Crescimento Vascular do
Endotélio) que podem ser administrados no meio em que se encontram, exercendo
seus efeitos terapéuticos/regenerativos (Roseti et al., 2017).

No que tange o tratamento de defeitos 6sseos, os cientistas tém trabalhado
com diferentes materiais para criar substitutos de enxertos 6sseos que incluem trés
propriedades principais: osteoinducdo, osteoconducao, e osteogenicidade aliados a
uma estrutura tridimensional e porosa, com propriedade mecanica semelhante ao
0sso (Boyan et al., 2011; Manjubala et al., 2006).

Na Figura 2 pode-se observar uma representacao esquematica de como atua
a engenharia tecidual na regeneracao ossea.
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Figura 2 - Representacdo esquematica de como atua a engenharia de tecidos. Fonte:
http://kaherah.perubatan.org/category/artikel-karya/page/4/

2.3 Matrizes Tridimensionais Porosas

Os avancos recentes na Engenharia de Tecido Osseo levaram ao
desenvolvimento de biomateriais que permitem imitar a estrutura 3D do osso, em
termos de propriedades mecanicas, bem como caracteristicas osteoindutivas,
osteocondutoras e osteogénicas (Roseti et al., 2017; Yuan et al., 2015).

As matrizes 3D oferecem um meio para a administra¢cdo de células e/ou
fatores de crescimento para o local da lesdo através de um modelo apropriado para a
formacao de um novo tecido. Estes devem apresentar estrutura tridimensional que
dure apenas enquanto necessario para a substituicdo por um novo tecido (Dawson et
al., 2011).

Uma estrutura 3D ideal deve apresentar algumas caracteristicas, a fim de
desempenhar as suas funcdes adequadamente. Em primeiro lugar, a matriz 3D deve


http://kaherah.perubatan.org/category/artikel-karya/page/4/
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ser biocompativel, capaz de suportar a fixacao celular, proliferacdo, producdo da
matriz, e até mesmo a diferenciagéo, além dos requisitos gerais para biomateriais (por
exemplo, ndo téxico, ndo carcinogénico e ndo causar inflamacgéao) (Henkel et al., 2013;
Liu; Cao, 2011).

Sua arquitetura € de importancia critica com a presenca de poros
interconectados e porosidade superior a 90%, de modo que, 0s suportes possam
fornecer elevada area de superficie para a fixagao das células, crescimento, producao
e deposicao de matriz, e para a nutricao, transporte de residuos e neovascularizagéo
(Amini et al., 2012; Liu; Cao, 2011).

Outro fator importante para permitir a colonizacao adequada da célula é o
tamanho médio dos poros. Varios estudos indicam que o tamanho de poro variando
de 100 a 500 um, € considerado ideal para regeneragao 6ssea e vascularizagao (Mehr
et al., 2015; Zadpoor, 2015)

Estas estruturas devem apresentar propriedades mecanicas adequadas. O
mddulo de elasticidade, a resisténcia a tragdo, resisténcia a fratura, a fadiga e a
porcentagem de alongamento, sdo consideradas cruciais na engenharia de tecido
6sseo e devem ser moduladas ou adaptadas para que sejam equivalente as
encontradas no local de implantacdo, minimizando, o risco de estresse, osteopenia
relacionada ao implante e subsequente re-fratura (Roseti et al., 2017).

Além disso devem possuir taxa de degradacado adequada, ou seja, apds a
formacao do tecido, deve ser capaz de degradar completamente. Portanto, a taxa de
degradacao deve ser proporcional ao crescimento do tecido (Liu; Cao, 2011).

Outras propriedades como superficie apropriadas para a interacdo célula-
scaffold; baixo custo, facilidade de fabricacdo e ser esterilizavel também sao
caracteristicas importantes que devem ser levadas em consideragdo ao se
desenvolver uma matriz 3D (Liu; Cao, 2011).

Varios materiais com caracteristicas diferentes tém sido investigados para o
desenvolvimento de scaffolds, incluindo metais, como liga de magnésio, (Witte et al.,
2007); ceramicas, como os fosfatos de calcio, silicatos de calcio e biovidros (Kim et
al., 2014; Kunjalukkal Padmanabhan et al., 2013); polimeros, como a quitosana, PCL,
PLA (Cho et al., 2015; Jiang et al., 2015); e materiais compdsitos como a-TCP -
quitosana, HA — PLA, dentre outros (Czechowska et al., 2014; Kothapalli; Shaw; Wei,
2005).
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As principais desvantagens dos materiais metalicos € que eles ndo sao
biodegradaveis e sao rigidos, podendo impedir o tecido hospedeiro de estimulagéao
mecanica e, consequentemente, retardar a diferenciacdo e ativacdo de células
osteoblasticas. Os materiais ceramicos oferecem grande potencial em termos de
biocompatibilidade, no entanto, a desvantagem que atinge esse grupo de materiais é
a sua baixa resisténcia mecénica e fragilidade. Ja os polimeros apresentam um
grande potencial para a producdo de scaffolds, pois eles sao biocompativeis,
biodegradaveis e tém boa capacidade de processamento, porém podem apresentar
desempenho mecanico inadequado (Lichte et al., 2011).

As matrizes 3D podem ainda ser produzidas a partir de materiais compdésitos
(polimero/ceramica) de modo a imitar a composi¢ao estrutural do 0sso ja que este &€,
de fato, um material composito formado de uma mistura de cristais inorganicos de HA
e fibras de colageno organicas (Nair et al., 2013).

Os materiais compoésitos tem se destacado na regeneracao 6ssea superando
os resultados obtidos quando os seus componentes sao usados separadamente. A
incorporagao de inclusbes inorganicas, como particulas bioceramicas e de biovidro,
parece afetar positivamente as propriedades mecanicas das matrizes (Rezwan et al.,
2006; Wahl; Czernuszka, 2006).

A selecdo do material para composicdo do scaffold deve ser feita
considerando a composicdo quimica, a estrutura, propriedades mecanicas,
biocompatibilidade e auséncia de resposta imune. Além disso, os scaffolds podem ser
Uteis como matrizes para administracdo de farmacos terapéuticos e/ou fatores de
crescimento (Mourino; Boccaccini, 2010; Rai et al., 2005; Romagnoli et al., 2013)

Embora os aspectos de design do scaffold possam influenciar a formacéao do
tecido, a adi¢cdo de fatores de crescimento ou farmacos terapéuticos, pode promover
a resposta celular desejada necessaria para acelerar a formacéao do tecido e/ou para
tratar uma doenca ou infecgao local (Mourifio et al., 2013; Rai et al., 2016).

Varios estudos demostram que matrizes tridimensionais bioativas podem ser
potencialmente utilizados como sistemas de liberacdo de medicamentos relevantes

para processos de reparacao 6ssea (Mourino; Boccaccini, 2010; Rai et al., 2005).
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2.4 Sistemas para liberacao de farmaco

Os sistemas para liberagcdo de farmaco tem como objetivo entregar o
medicamento em um local especifico, em tempo especifico e com um determinado
padrao de liberacao (Stamatialis et al., 2008).

Muitas das propriedades farmacol6gicas dos farmacos convencionais podem
ser melhoradas através do uso de sistemas de liberacdo de farmaco. As formas de
liberacdo sdo cada vez mais especificas, os sistemas devem liberar o agente ativo a
uma taxa correspondente a necessidade in vivo no tempo equivalente a duracao do
tratamento. A eficiéncia do tratamento € dependente da capacidade do sistema em
tratar de forma seletiva e eficaz células e tecidos direcionados sem afetar outras partes
saudaveis do corpo (Allen; Cullis, 2004; Bruschi, 2015).

Um sistema de liberacdo controlada ideal ndo deve ser sensivel a fatores
ambientais, como temperatura, para que possam ser usado com varios agentes ativos
e diferentes doses, possuir a capacidade de aumentar ou manter a estabilidade fisica
e quimica do agente ativo e deve garantir a maxima eficiéncia, segurangca e
confiabilidade (Bruschi, 2015; Zhao, 2011).

De acordo com Bruschi (2015) os sistemas terapéuticos para entrega de
medicamentos podem ser classificados como passivos (pré-programados), ativos
(programaveis ou controlados externamente) e auto programaveis.

Nos sistemas passivos a taxa de liberagdo € geralmente dependente do
tempo (ordem zero) ou a uma taxa de declinio constante (primeira ordem) durante um
determinado periodo de tempo. Esses sistemas podem controlar o fornecimento do
farmaco e a dose otimizada (reduzida), administrada ao paciente, reduz o problema
dos efeitos colaterais, aumentando a seguranca e melhorando a terapia e a adesao
do paciente. O sistema ativo é caracterizados por possuir um elemento capaz de
receber e converter um sinal externo (por exemplo, elétrico, magnético, térmico ou
ultra-sénico), controlando e modelando a liberacdo do farmaco no corpo. Ja no
sistema auto programavel o elemento que controla a liberacéo é sensivel ao ambiente
bioldgico modulando a liberacdo do medicamento de acordo com a necessidade
momentanea (Bruschi, 2015).

Para se determinar o tipo de liberacdo, ou de cinética de liberacdo, sao
utilizados modelos matematicos j& bastante estudados. Esses modelos agregam valor
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para assegurar o design ideal das formulacées e compreender o (s) mecanismo (s)
de liberagédo a partir da verificacdo experimental. A maioria dos modelos existentes
séo baseados em equacdes de difuséo pois, a difusao de drogas é fungao da estrutura
através da qual a difusdo ocorre, como por exemplo, explicar a difusdo a partir da
matriz polimérica (Peppas; Narasimhan, 2014).

No que tange a regeneracdo 6ssea, os medicamentos com administracdo
local tém varias vantagens em comparagao com a administragcdo sistémica, como
minimizar os efeitos colaterais, o risco de superdosagem e melhorar a
biodisponibilidade do medicamento com a concentragdo terapéutica apropriada
efetivamente atingindo o local alvo (Mourifio et al.,, 2013). Para este fim, varios
biomateriais, como polimeros biodegradaveis, ndo degradaveis e ceramicos, foram
investigados e utilizados de diferentes maneiras na liberacdo de antibioticos (Du et
al., 2017), anti-inflamatérios (Tavakoli-Darestani et al., 2014), fatores osteogénicos,
fatores angiogénicos e outros (Vo et al., 2012; Wang et al., 2011).

2.5 Vancominica

A vancomicina (vanco) é um antibiético glicopeptidico utilizado para o
tratamento de infec¢des potencialmente fatais causadas por bactérias Gran-positivas,
derivado do fungo Amycolatopasis orientalis, seu espectro antibacteriano inclui
Streptococcus, Enterococcus e Staphylococcus e seu mecanismo de agéo ocorre pela
ativacao de autolisinas da parede celular bacteriana (Papich, 2016; Rai et al., 2016).

Na Figura 3 podemos observar a estrutura quimica do Cloridrato de
Vancomicina (Vancomicina — HCL).
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Figura 3 - Estrutura quimica do cloridrato de vancomicina - HCL. Fonte: (Yu et al., 2016)

Geralmente, a vancomicina € administrada por via intravenosa para terapia
sistémica e os niveis de dosagem devem ser monitorados como objetivo de reduzir os
efeitos adversos, como nefrotoxicidade e ototoxicidade. Portanto, dispositivos para
liberac&o controlada de drogas vem sendo desenvolvidos e utilizados com a finalidade
de diminuir esses efeitos toxicos (Lian et al., 2013).

Recentemente, o cloridrato de vancomicina (VCM-HCI) tem sido
especificamente aplicado contra o Staphylococcus aureus que € considerado o agente
etiologico responsavel pela osteomielite, no tratamento de infecgdes relacionadas a
defeitos dsseos (Lian et al., 2013; Upho et al., 2015; Wang et al., 2011).

Varios estudos indicam que matrizes poliméricas como PLA, PCL, PHBYV,
entre outras, carregadas com vancomicina apresentam liberagao sustentada a longo
prazo e propriedades bacteriana ideais no tratamento de infeccdes dsseas (Kankilic
et al., 2014; Rai et al., 2016; Upho et al., 2015).
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2.6 Bioceramicas
2.6.1 Fosfatos tricalcico - TCP

Os fosfatos tricalcicos (Cas(POa4)2) estao entre os compostos de fosfato de
calcio mais utilizados na fabricagdo de materiais implantaveis. Eles sdo encontrados
em substitutos de o0sso, revestimentos ceramicos, proteses metdlicas, cimentos e
materiais compdésitos. Apresentam razao Ca/P de 1,5 e sua féormula quimica é
Cas(POa4)2. Dois tipos de fosfatos tricalcico sao utilizados como biomateriais: B-TCP e
a-TCP que desempenham um papel importante em revestimentos de proéteses
metalicas e em cimentos dsseos. Na Tabela 1 encontram-se os dados estruturais dos
polimorfos do TCP (Carrodeguas; De Aza, 2011).

Tabela 1 - Dados estruturais do a-TCP e seus polimorfos

Propriedades Polimorfos do Ca3z(POa)2
B-Cas(POa)2 a-Cas(POa4)2 a'-Cas(POa4)2

Simetria Romboédrica Monoclinica Hexagonal
Grupo espacial R3C P2i/a P63s/mmc
a (nm) 1.04352(2) 1.2859(2) 0.53507(8)
b (nm) 1.04352(2) 2.7354(2) 0.53507(8)
¢ (nm) 3.74029(5) 1.5222(3) 0.7684(1)
a(®) 90 90 90
B(°) 90 126.35(1) 90
v(°) 120 90 120
y4 21 24 1
V (nmd) 3,5272(2) 4,31(6) 0,19052(8)
Vo (nm3) 0,1680(2) 0,180(6) 0,19052(8)
d (g/cm?3) 3,066 2,866 2,702

Fonte: Carrodeguas; De Aza, 2011.

Na Figura 4 € apresentado o diagrama de fases de equilibrio do sistema CaO-

P20s em auséncia de agua de acordo com Kreidler e Hummel, 1967.



26

26300

Cal +Lig. |
L~ C,F +Lig.
;P

+ Lim ,— CyP + oGy

w-CP
1400 — Lin f_\ —
ocp A C,P + 2CA
-G e P
—+ B-C,P

1000 [~

1800 —

T,

CyP +Ca0

PJC!P + P*CSP
TGP+ CaP

600
CF, + Lig,

PGP +C P
CqPs + P—"ij

|
|

|

|

|

|

|

| 1 1
6

| s il
0 20 cP, 40 CP 60 CP CpPS0 100

TPy Mol % O5P; it €0

Figura 4 - Diagrama de fases do sistema CaO-P.0Os. Fonte: Kreidler; Hummel, 1967.

O a e o B-TCP diferem consideravelmente na sua estrutura, densidade e
solubilidade, estas caracteristicas irdo determinar suas propriedades biolégicas e
aplicagbes clinicas. O B-TCP (B-CsP, na Figura 4), por exemplo, é usado
principalmente para a preparagdo de bioceramicas biodegradaveis na forma de
granulos, blocos densos e macroporosos, enquanto o a-TCP (a-CsP na Figura 4), que
apresenta menor taxa de degradacao, € usado na preparacao de cimentos de fosfato
de calcio, embora alguns granulos e blocos de bioceramica a base de a-TCP possam
ser encontrado no mercado. Ambos os materiais - e a-TCP sdo usados para a
reparacao 0ssea e aplicagdes de remodelacao (Carrodeguas; De Aza, 2011).

Do ponto de vista biolégico, o B -TCP é osteocondutor e bioativo, tanto in vitro
como in vivo. Além disso, estudos demostram que pos de B -TCP podem servir como
suporte para o crescimento de um novo 0sso (Ghosh et al., 2008; Nandi et al., 2008;
Wiltfang et al., 2002).

O B-TCP pode ser obtido por diferentes processos. Dentre eles podemos
destacar a sintese em estado sélido (Yashima et al., 2003), precipitacdo quimica
(Descamps et al., 2007; Torres et al., 2015), combustdo sol-gel e combustao de

solucdo (Ghosh; Sarkar, 2016), entre outros.
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Cada um desses métodos possuem vantagens e desvantagens. A sintese em
estado sélido € um método simples que envolve matérias primas baratas, mas envolve
altas temperaturas(Descamps et al., 2007). A precipitagdo quimica via umida €
também um processo simples, que envolve baixa temperatura e alto rendimento, sua
desvantagem é a alteracdo da estequiometria devido a precipitacdo incompleta
levando a producao de impurezas no material. O método de combustao de solugéao
envolve uma mistura molecular homogénea e gera particulas em escala nanométrica,
sem a necessidade de etapas posteriores de tratamentos térmicos, reduzindo o tempo
de sintese, a grande desvantagem desse método € a agregacdo das particulas
(Ghosh; Sarkar, 2016; Varma et al., 2016). Estes métodos de sintese levam a produtos

com diferengas na morfologia, estrutura de cristal, estequiometria e densidade.

2.6.2 Wollastonita - W

A wollastonita (CaSiOs) é uma ceramica polimérfica e suas trés formas podem
ser encontrado naturalmente. Os polimorfos de baixa temperatura sdo: wollastonita
triclinica e wollastonita monoclinica, também chamada de parawollastonita. O de alta
temperatura € a ciclowollastonita ou pseudowollastonita, que cristaliza numa rede
triclinica (Kotisis; Balog, 1989). A transformacgéo isomorfica é reversivel e ocorre a
temperatura de ~1400 K (~1125 °C). Na Figura 5 podemos observar o diagrama de
fases do sistema CaO-SiOz.

As bioceramicas de wollastonita vém sendo muito pesquisadas como
biomaterial para regeneracdo &ssea, porque apresentam bioatividade e
biocompatibilidade, além de ser bioabsorviveis. Quando a wollastonita € imersa em
fluido fisiologico simulado (SBF) ocorre uma troca iénica entre os ions Ca** da rede
cristalina da ceramica e os ions HsO* do SBF. Esta reagéo transforma os cristais de
wollastonita numa fase de silica amorfa e aumenta a concentragao de ions Ca2* uma
vez que diminui a concentracao de ions HsO* no meio, o que produz o incremento do
pH e cria as condi¢des apropriadas para a precipitacdo de apatita na superficie desta
ceramica (De Aza et al., 1994, 1997, 2000).
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Figura 5 - Diagrama de fases CaO-SiO.. Fonte: Huang et al., 1995.

A wollastonita pode ser sintetizada através da reacao no estado sélido (Abd
Rashid et al., 2014), método de combustao sol-gel (Udduttula et al., 2013), combustao
(Sreekanth Chakradhar et al., 2006), entre outros.

A obtencéo por combustao de solugdo se torna uma rota sintética de baixa
temperatura para preparar os pos de wollastonita com baixo tamanho de cristalito com
melhores propriedades de sinterizacdo. As temperaturas de transformacao isomorfica
de pos de wollastonita obtidos por combustdo foram menores do que quando obtidas
através do método da reacdo em estado sélido (Sreekanth Chakradhar et al., 2006).

2.6.3 Bredigita - BRE

A bredigita (CarMgSisO16) tem sido estudada por apresentar bioatividade e
biocompatibilidade (Wu et al., 2005; Huang; Chang, 2008). Em seus estudos Wu et
al., (2005) observaram que a bredigita apresenta capacidade de formacédo de HA
superficial quando imersa em fluido fisiolégico artificial e que seus produtos de
dissolucao (Si e Ca) promoveram o crescimento de células. Os osteoblastos aderiram
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a superficie da ceramica de bredigita, e a proliferacao foi evidente com o aumento do
tempo de cultura. Sendo assim, os resultados indicam que esta ceramica possui uma
boa bioatividade in vitro e biocompatibilidade, e pode ser utilizados como materiais de
reparacao 6ssea. Além disso, apresentaram também resisténcia a flexdo e modulo de
Young semelhantes ao do osso cortical e melhor resisténcia a fratura em comparacao

com a HA sinterizada. Na Figura 6 podemos observar o diagrama de fases do sistema
CazSi04-Mg2SiOa.
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Figura 6 - Diagrama de fases do sistema Ca2SiO4-Mg2SiO4. Fonte: Moseley; Glasser, 1981.

O magnésio (Mg) é um elemento muito importante para corpo humano. Ele
esta intimamente associado com a mineralizacdo dos tecidos e influencia
indiretamente no metabolismo mineral (Althoff et al., 1982).

A bredigita encontrada naturalmente ndo é pura, mas sim associada com
outros minerais. Portanto, bredigita pura foi produzida por varias técnicas de sintese,
incluindo a ativagdo mecanica (Tavangarian; Emadi, 2011), o método de sol-gel (Wu
et al., 2005) e o0 método de combustao (Huang; Chang, 2008).

A bredigita produzida por combustdo de solugdo apresenta particulas em
tamanho nanométrico na gama 234-463 nm e induz a formacao de hidroxiapatita
quando imersa em SBF, além disso também proporciona a proliferacao de células
estaminais mesenquimais de rato (Huang; Chang, 2008; Kouhi et al., 2016).
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O mecanismo de formacédo de apatita na superficie da bredigita quando
imersa em SBF parece estar relacionado a dissolucao de ions Ca (Il) da biocerdmica
na fase inicial de imersdo e a sua troca com ions H* levando a formacéao de silanol
(Si-OH") na camada superficial. Os ions de Ca sao atraidas para a interface e sédo
combinadas com os ions de fosfato negativos no fluido (Rahmati et al., 2018).

2.7 Sintese por combustao de solucao

As técnicas para preparagdo de materiais envolve ndo somente o fator
econdmico em si, mas também o interesse em trazer beneficios para o0 meio ambiente
a fim de desenvolver novas técnicas que sejam sustentaveis. A eficiéncia também é
considerada um fator importante neste quesito, a alta eficiéncia € necessaria para um
rendimento maximo, energia, tempo e desperdicio minimos. Em termos de eficiéncia,
as metodologias de preparacédo de materiais inorganicos apresentam suas vantagens
e desvantagens (Deganello; Tyagi, 2018).

A sintese por combustao (CS) emergiu como uma técnica importante para a
sintese e processamento de ceramicas avancadas (estruturais e funcionais),
catalisadores, compdésitos, ligas, intermetalicos e nanomateriais. O processo de
sintese por combustao é caracterizado por altas temperaturas, taxas de aquecimento
rapidas e tempos de reagao curtos (Kopp Alves et al., 2013; Patil et al., 1997, 2002).

Dependendo da natureza dos reagentes (sdlidos, liquidos ou gasosos) e a
exotermicidade da reacdo, a CS pode ser descrita como: sintese de alta temperatura
de auto-propagacao (SHS), sintese de combustao a baixa temperatura (LCS), sintese
de combustao de solugcao (SCS), combustao por gel, combustao sol-gel, combustao
por emulsao e combustao por volume (Patil et al., 2002).

A SCS possui trés caracteristicas que a distinguem das demais CS: seus
componentes sao inicialmente misturados em uma solugéo aquosa a nivel molecular;
o calor evolui devido a oxidagdo de componentes de combustiveis organicos e os
produtos obtidos s&o principalmente éxidos metéalicos com a gera¢do de uma grande
quantidade de subprodutos gasosos. Essa liberacéo elevada de gases leva a uma
expansao significativa do produto sélido e uma rapida diminuicao da temperatura apés
a reacao, o que torna o produto sélido poroso e finamente disperso (Varma et al.,
2016).



31

Na Figura 7 observa-se o processo da SCS que envolve as seguintes etapas:
(i) preparacao da solugcao aquosa do combustivel com o oxidante; (ii) pré aquecimento

da solucao; (iii) processo de combustao; (iv) resfriamento (Nersisyan et al., 2017).

Aquecimento Agquecimento Resfriamento

Solucdo Combustio Produto

Figura 7 - Etapas da sintese por combustdo de solugédo. Fonte: Adaptado de Nersisyan et al.,
(2017).

Varios sao os parametros que influenciam a reacdo, como o tipo de
combustivel, a razdo combustivel/oxidante e a temperatura da fonte de calor. Os
oxidantes tipicos sao nitratos metélicos hidratados, enquanto os combustiveis
representam uma ampla gama de compostos, incluindo ureia, glicina, acido citrico, etc
(Kopp Alves et al., 2013; Varma et al., 2016).

Sua caracteristica principal € que o calor necessario para conduzir a reacao é
provido pela propria reacdo e ndo por uma fonte externa, no entanto, é necessério
atingir uma temperatura de igni¢do para iniciar o processo (Gonzalez-Cortés; Imbert,
2013).

As caracteristicas do pdés como a fase, a morfologia, o tamanho do cristalito,
a area superficial e a natureza da aglomeracao (forte ou fraca) sao influenciadas pela
entalpia e pela temperatura da chama, que por conseguinte, depende do tipo de
combustivel e da relacdo combustivel/oxidante (Kopp Alves et al., 2013; Wen; Wu,
2014).

A sintese por combustao de solu¢gao vem recebendo consideravel atencéo,
pois é uma técnica que permite a obtencdo de poés homogéneos, finos, nao
aglomeradas, em escala nanométrica, sem decomposicao intermediaria e/ou etapas
de calcinagao (Mukasyan et al., 2007; Patil et al., 2002).

Varios estudos vem sendo desenvolvidos na obtengdo de ceramicas para
utilizacdo como biomateriais obtidas pela sintese por combustédo de solucao.
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Ghosh et al. (2011) estudaram a influéncia do tipo e da quantidade de
combustivel (ureia e glicina), bem como a influéncia da temperatura inicial do forno na
obtencdo de HA. O estudo mostrou que o tipo de combustivel, a relagao
combustivel/oxidante e a temperatura inicial do forno influenciaram significativamente
a temperatura de combustdo e as caracteristicas dos pds sintetizados. As
investigagbes também mostraram que o aumento da temperatura inicial do forno teve
efeitos adversos sobre as propriedades fisicas dos pds-formados.

Aghayan e Rodriguez (2012) investigaram a influéncia do tipo e da quantidade
de combustivel sobre a possibilidade de formacdo de composto bifasico HA/TCP
método de sintese por combustao de solucao, neste estudo os combustiveis utilizados
foram ureia e glicina. Uma série de reagdes de combustao foi realizada para estudar
a influéncia da relacdo combustivel/oxidante na relacdo das fases HA/TCP. Foi
verificado que o tipo de combustivel e sua quantidade influenciaram significativamente
a composicao da fase e a microestrutura dos pés sintetizados. A investigacdao também
mostrou que a quantidade de HNOs teve grande influéncia no produto final.

Udduttula et al. (2013) prepararam wollastonita nanocristalina pelo método de
combustao sol-gel utilizando glicina como combustivel. Os resultados demostraram

que as amostras apresentaram boa bioatividade in vitro.

2.8 Poli (e-caprolactona) (PCL)

O PCL é um poliéster alifatico linear semicristalino, solivel em uma gama de
solventes organicos e altamente processavel, possui baixo ponto de fusdo (55-60 °C)
e temperatura de transicao vitrea (Tg) de -60 °C e uma estabilidade térmica elevada,
com temperaturas de decomposi¢édo de ~300 °C. A sua massa molecular pode variar
de 3000 a 80000 g/mol. Sua estrutura molecular possui uma unidade de repeticdo
com cinco grupos nao-polares de metileno (CHz) e um Unico grupo éster relativamente
polar (Figura 8) (Nair; Laurencin, 2007; Patlolla et al., 2010; Woodruff; Hutmacher,
2010).
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Figura 8 — Estrutura molecular da Policaprolactona. Fonte: (Patlolla et al., 2010).

E um polimero semicristalino, biocompativel, biodegradavel e seus produtos
de dissolucao nao causam toxicidade (Ciapetti et al., 2003; Kweon et al., 2003; Pena
et al., 2006; Woodruff; Hutmacher, 2010).

O PCL tem sido utilizado em sistemas de liberacdo controlada de farmaco,
suturas cirurgicas, scaffolds para engenharia de tecido 6sseo e outros implantes
biodegradaveis de longa duracéo (Jiang et al., 2015; Mei et al., 2005; Rai et al., 2016).

Estudos sobre a biocompatibilidade, biodegradacdo e propriedades
mecanicas, além de processamento, resultou na produgcdo de varios dispositivos
biomédicos de PCL aprovados pela FDA (Woodruff; Hutmacher, 2010). Os estudos
relacionados ao PCL apontam que este polimero apresenta potencial para aplicacao
como implantes degradaveis, podendo ser manipulados fisico, quimico e
biologicamente em combinagdo com outros polimeros, matérias ceramicos e,
compostos ativos (Jiang et al., 2015; Kim et al., 2004; Rai et al., 2016; Yeo et al.,
2012).

De acordo com o estudo de Kweon et al. (2003), scaffolds obtidos a partir do
polimero PCL mostraram-se biocompativeis com osteoblastos humanos. Savarino et
al., (2007) avaliaram in vivo os efeitos osteogénicos e angiogénicos de scaffolds de
PCL com e sem a presenca de células de medula 6ssea de coelhos e verificaram que
os scaffolds na presencga das células favoreceram fortemente a osteoindutividade, ja
o PCL sem células n&o favoreceu formagéo 0ssea.

No que diz respeito a sua biodegradacao, o PCL pode ser degradado no meio
ambiente por meio de bactérias e fungos, mas podem néo ser biodegradado em
animais e humanos devido a falta de enzimas adequadas. Isso nao significa que nao
sejam reabsorviveis. Neste caso, a degradacdo ocorre por meio de hidrélise e
clivagem de suas ligacoes ésteres e, portanto, o processo leva muito mais tempo, de
2 a 4 anos, dependendo da massa molecular (Sabir et al., 2009; Vert, 2009; Woodruff;
Hutmacher, 2010).
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Chen et al., (2000) investigaram a degradacao de microparticulas de PCL in
vitro com e sem lipase. Além disso, também avaliaram a degradagéo do PCL na forma
de filmes, em PBS a 37+1 °C em pH 7.4. Nestas condig¢des, foi verificado que ambas
as amostras se degradaram e que a forma fisica delas ndo teve efeito significativo
sobre a taxa de degradacao, sugerindo uma degradacao homogénea do polimero.
Quando exposta a lipase, as microparticulas de PCL apresentaram uma degradacao
acelerada, com inicio em 3 semanas de exposicao a enzima. Foi verificado que a
cristalinidade do polimero teve um aumento apds a degradacéo, evidenciando que a
degradacdao de microparticulas de PCL ocorreu primeiro na area amorfa das
microparticulas.

Chang et al., (2017) estudaram a biodegradacdo de filmes de PCL apds
implantagédo no estbmago e no intestino de ratos. Os resultados indicaram que a
degradacao enzimatica dos filmes de PCL no intestino ocorre via erosao superficial,
enquanto que no estbmago o mecanismo é consistente na erosdo em massa.
Verificou-se ainda que a perda de massa dos filmes no intestino foi superior a do
estbmago devido a presenca da enzima lipase, que favoreceu a dissolugcdo de
produtos degradados no meio circundante e aumentou a taxa de degradacao.
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3 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal de Campina Grande -

UFCG no laboratério de Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomaterias do Nordeste —

CERTBIO em Campina Grande-PB e no Consejo Superior de Investigaciones

Cientificas - CSIC no Instituto de Ceramica Y Vidrio — ICV em Madri-Espanha.

3.1 Materiais

3.1.1

Reagentes para a sintese por combustao em solucao

Nitrato de Calcio Tetrahidratado (Ca(NOz3)2.4H20, = 99.0%), Sigma-Aldrich;
Nitrato de Magnésio Hexahidratado (Mg(NQOs3)2.6H20, = 98.0%); Sigma-Aldrich;
Silica Coloidal (SiO2.nH20, 50w% suspensédo em agua), Sigma-Aldrich ;
Fosfato de aménio dibésico (NH4)2HPO4, Vetec Quimica Fina;

Ureia (NH2)2CO; = 98.0%), Sigma-Aldrich;

Acido nitrico (HNOs, 70%), Sigma-Aldrich.

Reagentes para a fabricacao dos compaositos

Policaprolactona (PM 80.000 g/mol, CAPATM 6800), Perstorp;

Diclorometano (CH2Clz, =2 9,8% estabilizado com Amileno), Panreac ApliChem;
Cloreto de sddio (NaCl, =2 99.5%), Panreac ApliChem;

Hidrocloreto de Vancomicina (CesH75CI2N9O24 « xHCI, 100 mg/mL em DMSO),
Sigma-Aldrich.

3.2 Etapas de realizacao da pesquisa

Este trabalho foi desenvolvido em 4 etapas. A etapa | consistiu na obtencgéo

dos po6s ceramicos a partir do método de combustao. A etapa Il consistiu na obtencao

dos scaffolds PCL/NaCl e PCL/NaCl/W, ja a etapa lll consistiu na obtencdo dos
scaffolds de PCL/NaCl/TCP/W e PCL/NaCI/TCP/BRE e a etapa IV consistiu na
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obtencao dos scaffolds PCL/NaCIl/TCP/W e PCL/NaCl/TCP/BRE com o antibiético

vancomicina.

3.2.1 Etapa I: Obtencao dos pos-ceramicos por combustao

De forma simplificada, a sintese por combustdo de solucdo consiste na
mistura de combustiveis e oxidantes. Neste estudo, diferentes quantidades de ureia
(combustivel) foram utilizadas para estudar a influéncia da relagdo combustivel-
oxidante na formacgéo das fases desejadas.

3.2.1.1  Sintese do Fosfato tricalcico (TCP, Cas(POa4)2)

A equacao utilizada para a preparagéo do TCP por combustao é descrita de
acordo com a Equacéo 1:

3Ca(NO,), ) 4H,0+2(NH,), HPO, +33(NH,),CO,, + (3+6,6(x-1)HNO,,, —
Ca,(PO,),,, + 1024 N

1)
34+5x 192+143x
+2572C0,, + 7 H, 0y,

2()
onde, x representa a quantidade de combustivel utilizada para obtencdo da fase
desejada. Quando x=1 a equacéao é dita estequiométrica, ou seja, a quantidade de
combustivel (redutor) utilizada € necessaria para neutralizar a quantidade de oxidante
fornecida pelas matérias primas (nitratos). Quando x=2 ou 3, aumenta-se a quantidade
de energia do sistema mediante a adicdo de um excesso de combustivel.

Na Tabela 2 encontram-se os valores, em mol, utilizados para a obtengéo de
5g do TCP.

Cada reagente foi adicionado e dissolvido em 50 mL de agua deionizada em
capsula de porcelana com capacidade de 115 mL. A solucéo foi parcialmente seca
sob agitagdo magnética durante 40 min a 80°C, em seguida foi levada a um forno pré-
aquecido a 600°C durante cerca de 10 min, periodo no qual ocorreu a sintese. Ao
final, o produto foi retirado do forno e resfriado a temperatura ambiente.
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Tabela 2 - Composicao da solucgéao inicial e a proporcao de combustivel/oxidante usando ureia
como combustivel para obtencéo do TCP.
Amostra Valor de Ca(NO3)2.4H20 (NH4)2HPOs (NH2)2CO HNOs3

X ha (mol) (mol) (mol) (mol)

equacao
TCP1 1 0,05 0,03 0,08 0,05
TCP2 2 0,05 0,03 0,2 0,15
TCP3 3 0,05 0,03 0,27 0,26

3.2.1.2 Sintese da Wollastonita (W, CaSiOs)

A equacgéo utilizada para a preparacao do CaSiOs por combustdo é descrita

de acordo com a Equacgéo 2:

+nHNO —

(aq) 3(aq)

Ca(NO,),4H,0
CaSiO ,, +4xN

+Si0,, +%(NH,),CO
+3CO,,, +*3*H,0

(aq) (2)

3(s) 2(g) 2(g) (€3]

onde, x representa a quantidade de combustivel utilizada para obtencdo da fase
desejada. O valores de x utilizados foram 1, 2 e 3 seguindo 0 mesmo principio ja
descrito anteriormente para obtengéo do TCP.

Na Tabela 3 encontram-se os valores, em mol, utilizados para a obtengéo de
5g da Wollastonita.

Inicialmente o SiOz2 foi dissolvido em 50 mL agua deionizada, em cépsula de
porcelana com capacidade de 115 mL, com adicdo de HNOs para conseguir uma
melhor dissolu¢do. Em seguida, os demais reagentes foram adicionados. A solugéo
foi parcialmente seca sob agitagdo magnética durante 40 min a 80°C, em seguida foi
levada a um forno pré-aquecido a 600°C durante cerca de 10 min, periodo no qual
ocorreu a sintese. Ao final, o produto foi retirado do forno e resfriado a temperatura

ambiente.
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Tabela 3 - Composicao da solucgéao inicial e a proporcao de combustivel/oxidante usando ureia
como combustivel para obtengcédo da Wollastonita.
Amostra Valor de Ca(NOs3)2.4H20 SiO2 (NH2)2CO HNO3

X ha (mol) (mol) (mol) (mol)

equacao
W1 1 0,04 0,04 0,1 0,04
w2 2 0,04 0,04 0,2 0,17
w3 3 0,04 0,04 0,3 0,30

3.2.1.3 Sintese da Bredigita (BRE, CazMgSisO1s)

A equacéao utilizada para a preparacao do CarMgSisO16 por combustao é

descrita de acordo com a Equagéo 3:

7Ca(NO,),4H,0 + Mg(NO,),6H,0 +4Si0,, +(NH,),CO
Ca,MgSi0, ), + BN, +52CO,,, + 156211 0

+(1+(x-DI7HNO,,,, —

(aq)

2

onde, x representa a quantidade de combustivel utilizada para obtencdo da fase
desejada. Assim como descrito anteriormente, os valores de x utilizados foram
determinados seguindo-se 0 mesmo principio ja descrito para obtencao do TCP.
Nesta sintese seguiu-se 0 mesmo procedimento metodoldgico descrito para
obtencdo da wollastonita.
Na Tabela 4 encontram-se os valores, em mol, utilizados para a obtengao de

59 de Bredigita.

Tabela 4 - Composigao da solugéao inicial e a propor¢cao de combustivel/oxidante usando ureia
como combustivel para obtencao da Bredigita.
Amostra Valorde Ca(NOs3)2.4H20 Mg(NOs)2. SiO2 (NH2)2CO HNOs3

X ha (mol) 6H20 (mol) (mol) (mol)

equacao (mol)
BRE1 1 0,05 0,007 0,03 0,1 0,007
BRE2 2 0,05 0,007 0,03 0,2 0,145

BRE3 3 0,05 0,007 0,03 0,3 0,276
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3.2.2 Etapa lI: Obtencao dos scaffolds PCL/NaCl e PCL/NaCl/W

Os scaffolds foram preparados pelo método de evaporagao do solvente
seguido de lixiviagdo de particula para obtencdo de uma estrutura porosa. Os
procedimentos foram realizados com base nas pesquisas de Kothapalli et al., (2005).

Para utilizagcdo do NaCl, o mesmo passou por um processo deseparacao
granulométrica a fim de obter particulas com tamanho entre 100 e 500 micrometros
para favorecer a producao de poros no scaffold que proporcione a regeneragao 6ssea
(Mehr et al., 2015; Zadpoor, 2015).

Primeiramente, foram preparados scaffolds de PCL/NaCl e de PCL/NaCIl/W.
A producdo dos scaffolds com a ceramica wollastonita foi realizada com o intuito de
evitar o desperdicio das ceramicas obtidas na etapa I.

Para preparacdo dos scaffolds PCL/NaCl, o polimero foi inicialmente
dissolvido em diclorometano, sob agitacdo magnética a temperatura ambiente
(25£2°C), em seguida o NaCl foi acrescentado. A proporcao PCL/NaCl foi de 40/60 %
e 20/80 % (v/v), a fim de obter porosidade comparavel com a do osso humano, tendo
em vista que 0 0sso esponjoso apresenta um percentual de porosidade de 50-90%
(Bose et al., 2013). As duas concentracdes de agente porogénico (60 e 80 %) foram
escolhidas para avaliar qual delas apresentaria melhor percolacéo das particulas de
NaCl e, consequentemente, melhor estrutura porosa.

As dispersdes foram deixadas sob agitacdo magnética em capela de exaustao
para evaporagao do solvente, por aproximadamente 4h, a fim de obter uma pasta que
posteriormente foi moldada em molde de teflon para obtencéo dos scaffolds.

Para obtencdo das dispersées de PCL/NaCl/W, o NaCl foi adicionado ao
diclorometano sob agitacdo magnética a temperatura ambiente (25+2 °C) por 30
minutos. Em seguida, a wollastonita foi adicionada a mistura, que ficou sob agitacao
magnética por 1h a temperatura ambiente (25+2 °C). Posteriormente as solucdes
foram colocadas em banhos de ultrassom por 30min, para uma melhor
homogeneizacao das particulas. Em seguida, o PCL foi adicionado as dispersdes até
a completa dissolugédo do polimero e seguiu-se o0 mesmo procedimento ja descrito
anteriormente. Os scaffolds, ainda no molde, foram deixados na capela de exaustao
por 24h para completa evaporac¢ao do solvente.
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Nesta pesquisa, buscou-se a obtencdo de scaffolds de PCL/NaCl e
PCL/NaCL/Wollastonita com diferentes proporcées (em volume), como podemos

observar na Tabela 5 abaixo:

Tabela 5 - Proporgdes das composicdes dos scaffolds obtidos na etapa 01.

Composicao (%vol.) Conteudo de Conteudo de Conteudo de
NaCl Wollastonita Polimero

(Yopeso) (Yopeso) (Yopeso)

80(NaCl)-20(PCL) 88,4 - 11,6

50(carga inorganica')- 50,4 16,3 33,3

50(PCL)

60(carga inorganica ')- 56,7 18,3 25

40(PCL)

70(carga inorganica')- 62,3% 20,1% 17,6%

30(PCL)

80(carga inorganica')- 67,2 21,8 11,0

20(PCL)

Legenda: 'carga inorganica: wollastonita+NaCl.

3.2.3 Etapa lll: Obtencao dos scaffolds PCL/NaCl/TCP/W e PCL/NaCl/TCP/BRE

Nesta etapa foram obtidos scaffolds compdsitos PCL/NaCI/TCP/W e
PCL/NaCIl/TCP/BRE, a proporcao de TCP/BRE e TCP/W foi determinada em 60-40%,
em volume, respectivamente.

A composi¢ao 60-40% foi escolhida com base em estudos encontrados na
literatura sobre o desenvolvimento de ceramicas Bioeutéticas (psW - a-TCP), os
estudos mostraram que essas ceramicas tem a propriedade de reestruturar sua
morfologia durante a exposic¢ao ao fluido corporal simulado (SBF) ou saliva da parétida
humana, pela dissolugao da fase psW e subsequente transformacao pseudomérfica
de a-TCP em HA (De Aza et al., 2007, 1997, 1997, 1998).

A bredigita (BRE) foi utilizada como fonte de Ca, Mg e Si, a wollastonita (W)
foi utilizada como fonte de Ca e Si, ja o TCP foi utilizado como fonte de Ca e P.

A metodologia para obtencao desses scaffolds seguiu a mesma metodologia
de obtencédo dos scaffolds PCL/NaCl/W descrita na etapa Il.

As propor¢gées em volume dos componentes dos scaffolds pode ser

observada na Tabela 6 abaixo:



41

Tabela 6 - Composicao, em volume, dos scaffolds PCL/NaCl/TCP/W e PCL/NACI/TCP/BRE.

Scaffold (70 Conteudo | Conteudo | Conteudo | Conteudo Conteudo
(carga de NaCl de TCP de BRE de W de PCL
inorganica)- (%peso) (%peso) (%peso) (%peso) (%peso)
30(PCL))
PCL/NaCl/TCP/ 61,6 9,0 - 12,0 17,4
w
PCL/NaCl/TCP/B 60,3 8,8 13,9 - 17,0
RE

3.2.4 Etapa IV: Obtencao dos scaffolds PCL/NaCI/TCP/W/Vancomicina e
PCL/NaCl/TCP/BRE/Vancomicina

Nesta etapa foram obtidos scaffolds compaositos
PCL/NaCIl/TCP/W/Vancomicina e PCL/NaCl/TCP/BRE/Vancomicina. A metodologia
para obtencdo desses scaffolds seguiu a mesma metodologia de obtencdo dos
scaffolds PCL/NaCIl/W descrita na etapa Il. A adicdo da vancomicina se deu ap6s a
completa dissolucao do polimero.

Para sistemas de liberacado controlada de farmacos, estudos encontrados na
literatura recomendam o uso de 5—10% em peso de vancomicina (Cabrejos-Azama et
al., 2016; Lian et al., 2013). Assim, em nosso estudo foi admitido o percentual 5% em
peso da vancomicina, relacionada a quantidade de polimero.

As proporcdes em peso dos componentes dos scaffolds pode ser observada

na Tabela 7 abaixo:

Tabela 7 - Composicdo, em volume, dos scaffolds PCL/NaCl/TCP/W/Vanco e
PCL/NACI/TCP/BRE/Vanco.
| Conteudo

Scaffold (70 NaCl | TCP | BRE | W = PCL | Vancomicina
_ (carga (%peso) | (%peso) | (%peso) | (%peso) | (%peso) (%peso)
inorganica)-

30(PCL))
PCL/NaCI/TC 61,6 8,9 - 11,9 16,6 0,9
P/W/Vanco
PCL/NaCI/TC 60,3 8,8 13,9 - 16,2 0,8
P/BRE/Vanco

3.3 Caracterizacao do material

Foram estabelecidas quatro etapas de caracterizagdo. A primeira etapa
consistiu na caracterizagdo dos poOs ceramicos, a segunda etapa abordou a
caracterizacao dos scaffolds PCL/NaCl e PCL/NaCIl/W, na terceira etapa foi realizada
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a caracterizagdo dos scaffolds PCL/NaClI/TCP/W e PCL/NaCI/TCP/BRE. A quarta
etapa de caracterizacao foi referente aos scaffolds produzidos com a vancomicina. A

Figura 9 apresenta o fluxograma experimental deste trabalho.
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Etapa I: Obtengdo dos pés-ceramicos por combustdo

s N

Sintese de nano particulas de CaSiO,, ig:]isuest%g
L Cay(POy),, Ca;MgSi, 044 ) de sollicaio
4 Caracterizagado do pds obtidos:
DRX
Area Superficial
MEV - FEG
Tamanho de Particula
. J
Etapa ll: Obtengao dos scaffolds PCL/NaCl e PCL/NaCl/wW
( Obtengao das dispersoes: ) + Adigao dos pds
PCL/NaCl ceramicos e do NaCl
L PCL/NaClI/w ao solvente.
p ) » Dissolugao do PCL na
Obtencéao dos scaffolds: solucao
PCL/NaCl
\ PCL/NaCI/W . ( Evaporagdo do
ki % e solvente e
Caracterizagédo dos scaffolds: lixiviagdo da
MO \__particula (NaCl)
Resisténcia a Compressao y
Etapa lll: Obtengdo dos scaffolds PCL/NaCI/TCP/W e PCL/NaCI/TCP/BRE
Obtengdo das dispersdes: *+ Adigao dos pos
PCL/NaCl/TCP/W ceramicos e do NaCl ao
PCL/NaCI/TCP/BRE solvente.
3 + Dissolugdo do PCL na
Obtengdo dos scaffolds: solugdo
PCL/NaCI/TCP /W
PCL/NaCI'TCP/BRE h Evaporacgdo do
I solvente

Caracterizacao dos scaffolds:
Resisténcia a Compressao
MEV
Bioatividade in vitro
Adesao celular

Etapa IV: Obtenca@o dos scaffolds PCL/NaCl/TCP/W/Vancomicina e
PCL/NaCl/TCP/BRE/Vancomicina

Obtencéo das dispersdes: + Adigdo dos pos
PCL/NaCI/TCP/W /Vancomicina \ ceramicos e do NaCl
PCL/NaCl/TCP/BRE/Vancomicina ao solvente.
¥ ~ « Dissolugao do PCL na
Obtencao dos scaffolds: ~ solugdo

PCL/NaCI/TCP /W/Vancomicina * Adigao da vancomicina
PCL/NaCl/TCP /W/Vancomicina \\\

; 3 ﬁ Evaporagdo do

Caracterizagao dos scaffolds: solvente

FTIR
Ensaio de Liberagédo
Cinética de Liberagéao
Atividade Antimicrobiana
Anadlise Histologica
Andlise Histomorfométrica

Figura 9 - Fluxograma experimental da pesquisa.
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3.3.1 Etapa I: Caracterizacao dos pos ceramicos
3.3.1.1  Calculo da temperatura adiabatica

A sintese de combust&o envolve a reag&o de constituintes elementares para
formar a fase do produto pretendido. O processo é exotérmico, no qual temperaturas
elevadas sao geradas especificamente devido a entalpia de formacéao dos produtos.
Muitos fatores podem influenciar na sintese por combustdo e um deles é a
temperatura de combustao (Tc), que é a temperatura maxima atingida durante a
reacdo. Esta temperatura pode ser prevista teoricamente através da analise
termodinamica da entalpia de formacao (AHr) e da capacidade calorifica (Cp). Neste
caso, a temperatura maxima prevista teoricamente é denominada de temperatura
adiabatica (Tad) (Morsi, 2012). Sendo assim, torna-se importante o calculo desta
temperatura para termos uma nog¢éo da temperatura de combustdo de cada material
a ser obtido.

Portanto, a entalpia da combustao (AH) foi calculada com base na Equagao 5

abaixo:

AH = (z nAHp) - (Z nAHr) (5)

onde AHr e AHp s&o as entalpias de formacdo dos reagentes e produtos,
respectivamente, e n € o niumero estequiométrico. Em condicdes ideais, a Tad da

combustao pode ser deduzida a partir da Equacao 6:

(Z nCp) dT (6)

onde que Q é o calor absorvido pelos produtos sob condicdo adiabatica, Cp é a

Tad

Q=—AH=f

TO

capacidade de calor dos produtos que foi considerado constante em funcédo da
temperatura e To & a temperatura de ignicao da reacdo, ou seja, a temperatura de
ignicdo do combustivel.

Os dados termodinamicos dos reagentes e produtos utilizados para calcular a
AH e Taq das reacdes de combustao das ceramicas a serem obtidas estao listados na
Tabela 8 (Dean, 1999).
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Tabela 8 - Dados termodindmicos padréo dos diferentes compostos.

Composto AH (kJ/mol) Cp (J/mol.K)
Mg(NO3)2.6H20 -2613.28 -
Ca(NO3)2.4H0 -2132.33 149,4

(NH4)2HPO4 -1566,91 =

SiO2 -903,49 43,975

(NH2).CO -333,51 92,79

Ca;MgSisOqs -2310,188 163,21

CaSiOs -1628,4 86,448
CO: -393.51 37,1

H20 -241,82 35,59

N2 0 29,124

Fonte: Dean, 1999.
3.3.1.2  Perfil de temperatura

A temperatura maxima da reagdo de combustdo das amostras foi medida a
partir do conceito de radiagdo térmica. A uma dada temperatura, as superficies
emitem energia em uma ampla faixa de comprimentos de onda, e a quantidade de
energia emitida em cada comprimento de onda depende, ao mesmo tempo, da
temperatura e das caracteristicas da superficie emissora.

Os perfis de temperatura das amostras foram detectados por um pirébmetro
digital de duas cores (IGAR 12-LO, pirémetros de IMPAC, Canada) de alta precisao
com fibra Optica para medigdo de temperatura sem contato, com uma faixa de
temperatura entre 300-2200°C e tempo de resposta = 2 ms usando o software
(InfraWin 5).

3.3.1.3 Difracéo de Raios X (DRX)

A técnica de difracdo de Raios X foi empregada para identificacdo das fases
formadas.

As andlises de DRX foram realizadas utilizando um difratémetro Bruker (D8,
Bruker, Alemanha). As condi¢cdes de trabalho da fonte foram 40kv e 40mA, com
radiagdo CuKa (A = 1,5406 A). Para a aquisi¢do dos difratogramas os dados foram
coletados na modalidade de passos em um intervalo de angulo Bragg (0), varrendo
angulos (20) entre 10-60°, com passo de 0,02° e tempo de acumulagdo de 2

segundos.
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3.3.1.4 Microscopia Eletrénica de Varredura com Emissdo de Campo (MEV-FEG)

A Microscopia Eletrénica de Varredura com Emissao de Campo possibilita a
analise da morfologia das particulas. Neste microscépio a emissdao do feixe de
elétrons se produz colocando o filamento em um gradiente de potencial elétrico, de
forma que se possa conseguir imagens mais nitidas, menos distorcidas eletricamente
e com melhor resolugédo. O MEV-FEG utilizado foi um (FE-SEM, S-4700, Hitachi) com
resolucdo de 1.5 nm a 15 kV, que permite a variagao na voltagem de aceleracao de
0.5 a 30kV.

3.3.1.5 Superficie Especifica (Sser)

As medidas da superficie especifica dos materiais em p6 foram realizadas com
um equipamento Monosorb Surface Area MS-13 (Quantachrome Instruments, Flérida,
EUA). Seu funcionamento se baseia na determinacdo da quantidade de nitrogénio
absorvido/dessorvido pela superficie do sélido, mediante a variacdo da condutividade
térmica do gas durante o processo. Uma vez conhecida a quantidade de nitrogénio
absorvido e dessorvido se calcula a superficie especifica aplicando o modelo
Brunauer, Emmett e Teller (BET). O diametro de particula equivalente (dser) foi
calculado com base na area de superficie especifica Sesp de acordo com a Equacéao
7:

6 (7)
 Sup

dBET

onde dset € 0 didmetro de particula equivalente, Sesp € a superficie especificae p é a

densidade teérica do material.

3.3.2 Etapa llI: Caracterizacao dos scaffolds de PCL/NaCl e PCL/NaCl/W
3.3.2.1 Extrag&o do NaCl

A percolacao das particulas de NaCl é importante para a formacao de poros
interconectados. Portanto, a fracdo volumétrica do agente porogénico deve ser
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suficiente para proporcionar maior contato entre as particulas. Neste sentido, surgiu a
necessidade do estudo da lixiviacao das particulas de cloreto de sodio.

O estudo da extracdo do NaCl foi realizado imergindo os scaffolds em agua
deionizada sob agitacdo magnética constante a temperatura ambiente (25 °C) por
diferentes periodos de tempo (1, 5, 24, 48, 72 horas). A cada periodo de tempo retirou-
se 0 excesso de agua com auxilio de papel absorvente e pesou-se. Apds 72 horas de
imersao os scaffolds foram colocados em estufa a 36 °C e pesados novamente a fim

de obter 0 peso seco das amostras.

3.3.2.2  Microscopia Otica (MO)

A técnica por microscopia Otica, foi utilizada para avaliar a morfologia dos
scaffolds, em um Microscopio Optico Hirox de reflexdo e transmissdo com acessorios

2D e variacao de 50X-400X, acoplado a uma estacao de analise de imagens.

3.3.2.3 Resisténcia a Compresséao

Os scaffolds foram analisados através do testes de compressao, obtendo o
limite maximo de resisténcia e o percentual de deformacao maxima. Os ensaios foram
realizados no equipamento de ensaio universal INSTRON 4443. As matrizes
cilindricas (n=5) com dimensdes de 6 mm de didmetro e 7 mm de altura foram
submetidas ao ensaio, utilizando uma célula de carga de 500 N, com velocidade de
ensaio de 2 mm/min. As amostras foram ensaiadas apds a extracdo do agente
porogénico.

De acordo com a norma ASTM D1621-16, a resisténcia a compressao é
determinada como a forca na qual a deformacdo atinge 10%. O mdédulo de
compresséo (E) foi calculado como a inclinacdo da por¢ao linear inicial da curva
tensdo-deformacgao. Foram realizadas cinco medidas replicadas para cada tipo de
amostra.

A norma ASTM D1621-16, fornece um método para descartar a primeira zona
da curva, que é considerada como uma zona de "acomodacao", por um método

tangente, que permite calcular o verdadeiro "ponto zero" da tensdo e o modulo
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elastico. Todas as curvas foram ajustadas com este método antes do célculo do

modulo.

3.3.3 Etapa lll: Caracterizacao dos scaffolds de PCL/TCP/W e PCL/TCP/BRE
3.3.3.1  Resisténcia a Compressao

Nesta etapa os scaffolds PCL/TCP/W e PCL/TCP/BRE foram analisados
através do testes de compressao utilizando a mesma metodologia ja descrita na etapa

anterior.

3.3.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A caracterizagdo por MEV foi realizada em um Microscopico Eletrdnico de
Varredura HITACHI TM-1000 com aumento de até 10000 X, empregando voltagens
de aceleracao de 15 KV. O MEYV foi utilizado para identificar a morfologia da superficie
e da estrutura formada o tamanho, a forma e a distribuicdo dos poros. As analises
foram realizadas da superficie de fratura e, quando necessario, receberam
recobrimento metalico com ouro utilizando o equipamento: Sanyu Electron, modelo
Quick Coater SC-701. Os tamanhos dos poros foram obtidos utilizando o software
Imaged e a média foi realizada a partir de 24 medigdes.

3.3.3.3 Adesao Celular

Para o ensaio de adeséo celular as amostras foram esterilizadas com luz Ultra
Violeta (UV) por aproximadamente 1h. Em seguida, as células da linhagem
fibriblasticas 1929 foram plaqueadas diretamente sobre os scaffolds, a densidade
celular inicial foi de 1x10% células/pogo utilizando o meio de cultura RPMI 1640
(Gibco™). Apéds 7 dias de cultivo, a adeséo celular foi avaliada pela observagao da
superficie das amostras por MEV. Para melhor visualizacdo das células na superficie
do material as amostras receberam recobrimento metdlico com ouro utilizando os
equipamentos: BIORAD SC-500 Sputter coater e Quick Coater SC-701 Sanyu
Electron.
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As amostras eram cilindricas com 6 mm de diametro e 5 mm de altura e o

ensaio foi realizado em triplicata.

3.3.3.4 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 Fisiologico Artificial (SBF), de
concentragdes iGnicas semelhantes as do plasma sanguineo humano (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”.

A preparagao do SBF, se deu da seguinte maneira: em 700 mL de agua
deionizada sob agitacdo magnética a 36,5 + 0,1 °C, utilizando um recipiente de
polietileno, foram dissolvidos os reagentes listados na Tabela 9, na ordem em que se
encontram. Os reagentes sdo adicionados cautelosamente, apds a completa
dissolucao do anterior. O controle de pH é realizado a partir da adicao do TRIS, pelo
qual se ajusta ao valor final de 7,4. Em seguida, a solucao é ajustada ao volume final
de 1000 mL pela adicao das aguas de lavagem e agua deionizada, e conservada a 5-
10 °C.

Tabela 9 - Reagentes utilizados para preparagéo do SBF.

ORDEM REAGENTE QUANTIDADE PUREZA FORNECEDOR
1 Cloreto de Sddio (NaCl) 8,035¢g 99,5 % P.A. Nuclear
2 Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) 0,355 g 99,5 % P.A. Nuclear
3 Cloreto de Potéassio (KClI) 0,255 g 99,5 % P.A. Nuclear
4 Fosfato de Potassio Dibasico 0,176 g 99,0 % P.A. Nuclear

(KoHPO,)
5 Cloreto de Magnésio 0,311 g 98,0 % P.A. Vetec
Hexahidratado (MgCl..6H20)
6 Acido Cloridrico (HCI; 1M) 39 mL - P.A. Isofar
7 Cloreto de Calcio Dihidratado 0,387 g 95,0 % P.A. Nuclear
(CaCl..2H-0)
8 Sulfato de Sédio (NaSOs4) 0,072 g 99,0 % P.A. Nuclear
9 TRIS (Hidroximetil) 6,118 g 99,0 % P.A. Nuclear
Aminometano
10 Acido Cloridrico (HCI; 1M) Oa5mL - P.A. Isofar

As amostras foram imersas em SBF utilizando recipientes de polietileno
tampados. O volume (Vs) de SBF utilizado foi calculado em funcéo da area superficial
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aparente (Sa) da amostra, de acordo com a Equacgéao 8, e estas posicionadas com a
superficie plana perpendicular ao fundo do recipiente. Os scaffolds foram
armazenados a 37 °C, e avaliadas a 7, 14, 21 e 28 dias. Ao final, as matrizes foram
secas em dessecador. A avaliagdo dos resultados foi realizada a partir da analise da
superficie do material por MEV. Para melhor visualizacao desta superficie as amostras
receberam recobrimento metalico com ouro utilizando os equipamentos: BIORAD SC-
500 Sputter coater e Quick Coater SC-701 Sanyu Electron.

3.3.4 Etapa IV: Caracterizacao dos scaffolds de PCL/TCP/W/Vancomicina e
PCL/TCP/BRE/Vancomicina
3.3.4.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras foram submetidas a técnica de espectroscopia na regiao do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) em temperatura ambiente, o
equipamento utilizado foi o Spectrum 400 da Perkin Elmer. A técnica FTIR foi realizada
principalmente para identificar interacbes quimicas entre os compésito e a
vancomicina a partir da identificacdo de bandas caracteristicas dos grupos funcionais
deste farmaco presente nos scaffolds, utilizando a faixa de varredura de 4000 a 650

cm™.

3.3.4.2 Ensaio de Liberacao

Para o ensaio de liberagao, os scaffolds com aproximadamente 0,160 g cada,
foram imersos em 50 mL de SBF, decorridos os intervalos de tempo pré-determinados,
aliquotas da solucao (10 mL) foram retiradas, e uma nova solucao foi reposta.

A liberacao de vancomicina foi monitorada medindo a absorbancia do meio de
eluicdo a 280 nm utilizando um espectrofotdmetro UV-VIS da Perkin-Elmer, modelo
Lambda 35, empregando-se uma cubeta de quartzo de caminho 6ptico de 1,0 cm, de
acordo com a curva de calibracao (Abs=4,988 (C) + 0,076, C: mg/ mL, R = 0,9985)
com o valor de 280 nm de vancomicina como padrdo. A concentragcao do farmaco foi
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determinada a partir da média de trés leituras de absorbéancia através da curva de
calibracao correspondente. A curva de calibracao foi obtida a partir de 10 solugdes

contendo vancomicina nas concentra¢des variando de 0,018 a 0,09 mg / ml.

3.3.4.3 Cinética de Liberacao

A cinética de liberagdo do farmaco e os mecanismos foram investigados a
partir dos modelos matematicos (Tabela 10) de Ordem Zero, Primeira Ordem, Higuchi
e Korsmeyer-Peppas, com o auxilio do Excel, e do suplemento DDSolver. Este
suplemtno esta disponivel gratuitamente e é capaz de executar a maioria das técnicas
existentes para comparar dados de liberacdo de farmacos, incluindo anadlise
exploratoria de dados (Zhang et al., 2010).

Tabela 10 - Modelos disponiveis no DDSolver para ajuste de dados de liberacao de farmacos.

Modelo Matematico Equacao
Ordem zero F = Ko.t
Primeira Ordem  F =100.(1- e
Higuchi F=kn.t0d

Korsmeyer-Peppas F =kP.t"

3.3.4.4 Biodegradacao

A degradabilidade dos scaffolds foi avaliada medindo-se a concentragao dos
ions Ca, Mg e Si das amostras em solu¢ao tampao Tris-HCI. A solugao tampao Tris-
HCI 0,05M foi preparada dissolvendo Tris (hidroximetil) aminometano em agua
destilada e em seguida foi tamponada para pH 7,4 a 37 °C com HCl a 1M. As amostras
foram imersas na solugcéo tampéao Tris-HCI por diferentes periodos (7,14, 21 e 28 dias)
a 37 °C. O volume (Vs) de Tris-HCI utilizado foi calculado em func¢ao da area superficial
aparente da amostra, de acordo com a Equacgéao 8, ja descrita anteriormente. Apds
os periodos de imersao, as amostras foram removidas da solugdo tampéo Tris-HCl e
o liquido extraido foi analisado por Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma
Acoplado Indutivamente (ICP — OES). Trés amostras de cada grupo foram testadas
para obter uma degradabilidade média. O liquido extraido a cada periodo de tempo
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foi analisado. Além disso, também foram avaliadas as mudancas no pH das solucées

de imersao usando um medidor de pH tipo eletrdlito.

3.3.4.5 Atividade Antimicrobiana

A atividade antibidtica dos scaffolds contra Staphylococcus aureus (S. aureus
H{inhagem ATCC 25923) foi avaliada por ensaios de zona de inibi¢cdo. Este ensaio da
zona de inibicdo foi realizado utilizando o método do teste de Kirby
Bauer. Resumidamente, as bactérias S. aureus foram uniformemente distribuidas na
superficie da placa de agar para incubacdo bacteriana. Todas as amostras
(PCL/TCP/W, PCL/TCP/BRE, PCL/TCP/W/Vanco e PCL/TCP/BRE/Vanco) foram
esterilizadas e colocadas no centro das placas de 4gar e incubadas a 37 °C. As zonas
de inibicdo que se formam ao redor dos cilindros foram medidas por compassos de

calibre a cada 24 h por um periodo de 96 h.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/antibiotics
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/antibiotics
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/agar
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Resultados da etapa |
4.1.1 Obtencao do TCP

A partir do método de combustédo de solugao foi obtido com éxito um material
com aspecto fisico de um sélido volumoso de coloracao branca e facil desagregacao,
conforme apresentado na Figura 10.

Figura 10 —TCP obtido pela sintese por combustao de solucao.

O perfil de temperatura obtido pelo pirdbmetro nesta sintese é observado na

Figura 11.
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Figura 11 - Perfil de temperatura do TCP obtido por combustao de solugéo.

E possivel observar que todos os perfis apresentaram temperatura inicial de
500 °C embora o forno estivesse a 600 °C. Esta diferenca de temperatura esta
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relacionada ao fato de que a amostra se encontrava a uma temperatura menor que a
temperatura minima que o pirdbmetro consegue registrar, que é de 500 °C.

Além disso, essa etapa é caracterizada pela evaporagao de agua livre ainda
restante na amostra. Apos se manter constante durante alguns segundos, percebe-se
um aumento repentino da temperatura, atingindo um valor maximo (Tmax), seguido de
um resfriamento rapido.

Percebe-se que a sintese ocorreu em um curto periodo de tempo seguida de
uma queda acentuada na temperatura, comportamento tipico da sintese por
combustao (Gonzalez-Cortés; Imbert, 2013; Mansurov et al., 2016).

A medida da entalpia de combustao, a temperatura adiabatica calculada (Tad
calculada) e a temperatura de combustao verificada (Tmax), bem como o tempo de
reacao das sinteses estao descritas na Tabela 11.

Tabela 11 — Dados da Taq calculada e da temperatura verificada na sintese.

Ceramica Tad Tde Tempo de Tempo para
calculada combustao reacao (s) atingir a
(°C) verificada Tmax (S)
(Tmax )(°C)
TCP1 ~2271 ~775 137 102
TCP2 ~2318 ~783 85 67
TCP3 ~2560 ~796 129 106

Observa-se que a temperatura calculada € muito maior que a temperatura
verificada, esta diferenca estd associada ao tamanho da &rea analisada pelo
pirdbmetro, que é de aproximadamente 2 mm, ja que, o equipamento fornece um valor
médio da area analisada que é muito maior que a superficie de frente de combustao,
gue € da ordem de micrometro. Aléem disso, as perdas de calor, causadas pela grande
geracao de gases e combustao incompleta também podem ocasionar essa diferencga
de temperatura.

Podemos observar também que a temperatura de combustdo verificada
aumenta com o aumento da quantidade de ureia. Com o aumento da quantidade de
combustivel hd a necessidade do aumento da quantidade de oxidante, que neste caso
foi realizada com a adicao do HNOs3, isto fez com que houvesse a completa oxidacao
da ureia e liberasse mais energia ao sistema, proporcionando maiores temperaturas
de combustdo. Resultados semelhantes foram encontrados por Aghayan e Rodriguez
(2012).
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A Figura 12 apresenta os padrdes de difracao de raios X dos pds obtidos.

3000 Eiis . * CaE[F'DLj:E[OHj:

+ « Ca_(PO,).

Intensidade (u.a)

26(")
Figura 12 - Difratograma de Raios X das amostras obtidas por combustdo de solugao.

A partir dos resultados obtidos por DRX das amostras TCP1, TCP2 e TCP3,
foi identificada a presenca de duas fases cristalinas, correspondente ao B-TCP
(whitlockite) (Cas(POa4)2; JCPDS 00-009-0169) e a hidroxiapatita (Cas(PQO4)s(OH)z2);
JCPDS 00-009-0432). Como pode ser observado, a HA foi obtida como fase
dominante quando a sintese foi realizada com a quantidade estequiométrica de
combustivel/oxidante (x = 1, TCP1). E uma pequena quantidade de 3-TCP foi formada
como fase secundaria. A quantidade de B-TCP torna-se consideravel a medida que a
relacdo combustivel/oxidante aumenta, ou seja, quando x = 3 (TCP3). Uma vez que a
quantidade de energia do sistema também aumenta, ocorre a transformacao de HA
em B-TCP.

A partir dos resultados apresentado, foi escolhido o pé ceramico obtido com o
triplo de combustivel, a amostra TCP3, para a obtencao dos scaffolds desenvolvido

na etapa lll, pois apresentou a fase de B-TCP desejada.
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Estudos mostram que a sintese por combustdo de solucdo dos fosfatos de
calcio utilizando ureia como combustivel resulta na obtenc¢ao do a-pirofosfato de célcio
(a-Caz2P20), hidroxiapatita Ca1o(PO4)3(OH) e carbonato de célcio (CaCOs) e que apds
tratamento térmico por 4h a 1220 °C a fase de a-TCP é obtida (Volkmer et al., 2013).

Aghayan e Rodriguez, (2012) estudaram a influéncia do tipo e da quantidade
de combustivel na formacao de compostos bifasicos HA/TCP por meio da sintese por
combustao de solucao utilizando ureia e glicina como combustivel e verificaram que a
fase a-TCP foi produzida usando glicina como combustivel, ja a fase B-TCP prevalece
quando a ureia é utilizada.

Sugere-se que a quantidade de combustivel utilizada para a obten¢ao do TCP
tem forte influéncia sobre a fase obtida, em nosso estudo, o excesso de ureia utilizada
favoreceu a formacao a fase B-TCP.

A morfologia dos pés obtidos foi analisada por MEV-FEG e estao
evidenciadas na Figura 13.

(e e e I ; R
2.00um 1.00um

7 ]
L I |

1.00um

Figura 13 — Imagens obtidas por MEV-FEG do TCP obtidos por combustdo de solugdo: (a)
TCP1, (b) TCP2 e (c) TCP3.
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Analisando as imagens obtidas por MEV-FEG observa-se uma morfologia
tipica dos produtos obtidos na sintese por combustdo de solucéo, aspecto também
apresentado por Aghayan e Rodriguez (2012), com morfologia do tipo nodular e
estrutura submicrénica, além da presenca de poros entre as particula. Esta morfologia
é atribuida ao grande volume de gases gerados durante a reagdo de combustao.

Estudos mostram que a obtencédo de estruturas porosas esta associada a
elevada producao de gases e o curto periodo de reagao que impedem a aglomeragao
das particulas (Mukasyan et al., 2015; Varma et al., 2016).

Na Tabela 12 encontram-se os dados de diametro de particula equivalente
(dseT) calculados a partir da area superficial especifica (Sesp).

Tabela 12 — Superficie especifica (Sesp) € dser das amostras obtidas por combustdo de
solucéo.
Amostra Sesp(m?/g) dser(nm)

TCP1 5,8 350
TCP2 9,2 213
TCP3 11,6 169

Observa-se que quando a quantidade de combustivel aumenta a superficie
especifica do material também aumenta e, consequentemente, os valores do dser
diminuiram. O aumento da quantidade de combustivel eleva o volume de gases
liberados obtendo particulas mais finas. Este resultado indica que o material obtido
apresenta particulas em escala nanométrica, confirmando os resultados observados

no MEV-FEG que indicaram um material estruturado submicrénicamente.

4.1.2 Obtencao da Wollastonita

A partir do método de combustédo de solugéo foi obtido com éxito um material
com aspecto fisico de um sélido volumoso de coloracao branca e facil desagregacao,
conforme apresentado na Figura 14.
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Figura 14 - Wollastonita obtida por reacdo de combustao.

O perfil de temperatura obtido desta sintese é observado na Figura 15.
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Figura 15 - Perfil de temperatura da Wollastonita obtida por combustdo de solugéo.

Analisando a Figura 15 observamos o mesmo comportamento obtido na
obtencédo do B-TCP, ou seja, um perfil de temperatura tipico da sintese por combustao
que corresponde a um rapido aquecimento, seguido de um pico intenso de
temperatura (Tmax) e, posteriormente o resfriamento lento.

A medida da entalpia de combustéo, a temperatura adiabatica calculada (Tad
calculada) e a temperatura de combustao verificada (Tmax), bem como o tempo de
reacao das sinteses estdo descritas na Tabela 13.



Tabela 13 - Dados da Taq € da temperatura verificada na sintese.
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Ceramica Tad T de Tempo de Tempo para
calculada combustao reacao (s) atingir a
(°C) verificada Tmax (S)
(Tméx )(oc)
Wi1 ~1939 803 100 35
w2 ~2495 819 99 37
w3 ~2728 825 85 38

Analisando os dados da Tad calculada e da Tmax verificada, observa-se o
mesmo comportamento descrito nos resultados de obtencdo do B-TCP. Além disso, é
perceptivel que o oxidante utilizado na reacdo (HNOs) proporcionou um nivel de
oxidacao maior para a ureia, fazendo com que mais energia fosse liberada durante o
processo atingindo maiores temperaturas de combustao.

A Figura 16 apresenta os padrdes de difracao de raios X dos po6s obtidos por

combustéo de solucéo.
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Figura 16 - Difratogramas de Raios X das amostras obtida por combustao de solucao.
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A partir dos resultados obtidos por DRX das amostras W1, W2 e W3, foi
identificada a presenca de diferentes fases cristalinas a medida que a quantidade de
combustivel foi aumentada.

Pode-se observar que quando x = 1 (amostra W1) a amostra apresentou
pouca cristalinidade e as fases formadas foram a'-Caz2SiO4 (arquivo JCPDS n® 00 -
036-0642), y-Caz=SiO4 (arquivo JCPDS n® 00-049-1672), CaO (arquivo JCPDS n® 01-
075-0264) e SiO2 (arquivo JCPDS n® 01-082-1564), provavelmente, os materiais de
partida utilizados n&o reagiram como esperado e, portanto, ndo formaram a fase
desejada.

Quando a quantidade de ureia foi aumentada, x = 2 (amostra W2), observou-
se a formacéao da fase cristalina de wollastonite - 2M (arquivo JCPDS n® 00-027-0088)
indicando que a temperatura alcancada foi suficiente para obter a fase desejada sem
a necessidade de uma fase de calcinacdo subsequente. Em trabalhos descritos na
literatura esta fase foi obtida apdés uma etapa posterior de calcinacdo (Huang; Chang,
2009; Lakshmi et al., 2013).

O aumento adicional da quantidade de ureia, x = 3 (amostra W3), favorece o
desaparecimento da fase de wollastonite 2M. As fases presentes sdo: a'-Ca2SiO4
(arquivo JCPDS n® 00-036-0642), y-Ca2SiO4 (arquivo JCPDS n? 00-049-1672), CaO
(arquivo JCPDS n® 01-075-0264) e SiO2 (arquivo JCPDS n°® 01-082-1564). A maior
temperatura de combustdo proporcionada pela grande quantidade de combustivel,
provavelmente excedeu a temperatura de obtencdo da wollastonita, que atingiu o
ponto eutético favorecendo a passagem da fase sélida diretamente para a fase liquida.
Como pode ser visto no diagrama de fase (Figura 5), a uma determinada temperatura
(T = 1544 ° C), esta fase tem um ponto de fusdo congruente. A passagem direta para
a fase liquida pode ter levado a dissociacdo do CaSiOs, e o resfriamento rapido
observado no perfil de temperatura (Figura 15) favoreceu a formacao de fases
distintas do sistema.

A partir dos resultados obtidos, foi escolhido o pé ceradmico obtido com o dobro
de combustivel, a amostra W2, para a producdo dos scaffolds da etapa Il, pois
apresentou a fase de wollastonita desejada.

A morfologia dos p6s obtidos analisadas por MEV-FEG e estédo evidenciadas
na Figura 17.
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Figura 17 — Imagens obtidas por MEV-FEG da Wollastonita obtida por combustao de solug¢ao:
(a) W1, (b) W2 e (c) W3.

Analisando as micrografias observa-se a formacao de aglomerados e estes
consistem em particulas menores, da ordem de nanémetros. Também foi observado
a formagéo de vazios ou poros, em maior quantidade na amostra W2, que estéo
associados a liberacdo de gases durante o processo de combustdo. Como ja
mencionado anteriormente, estudos mostram que a obtencdo de estruturas porosas
esta associada a elevada producéo de gases (Mukasyan et al., 2015; Varma et al.,
2016).

Na Tabela 14 encontram-se os dados de didmetro de particula equivalente

(dser) calculados a partir da superficie especifica (Sesp).
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Tabela 14 - Superficie especifica (Sesp) € dBET das amostras obtidas por combustao de
solucéo.

Amostra Sesp(m?/g) deer(nm)

W1 15,7 130
w2 7,2 280
W3 15,6 130

Os resultados do dser confirmam que as particulas estdo estruturadas
submicrénicamente.

No ambito deste estudo, quando x = 1 (amostra W1), a relativa baixa
temperatura da chama inibiu o crescimento das particulas e o p6 gerado apresentou
maior area superficial. A medida que a quantidade de combustivel aumenta, x = 2
(amostra W2), a temperatura da energia liberada pela reagcao de combustdao aumenta,
proporcionando a diminuigéo da area de superficie devido ao aumento da particula.

Quando x = 3 (amostra W3), a area superficial especifica do p6 aumenta. E
provavelmente devido a maior energia envolvida na reagdo quando uma quantidade
combustivel é adicionada. Com o aumento na quantidade de combustivel, a
quantidade de gases aumentara levando a obtencao de particulas menores

4.1.3 Obtencao da Bredigita

A partir do método de combustédo de solucéao foi obtido, com éxito, um material
com aspecto fisico de um sélido volumoso com coloragdo branca e facil

desagregacao, conforme apresentado na Figura 18.

Figura 18 - Bredigita obtida pela sintese por combustao de solucéo.
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O perfil de temperatura desta sintese € mostrado na Figura 19.
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Figura 19 - Perfil de temperatura da bredigita obtida por combust&do de solucéo.

Analisando os perfis de temperatura observa-se o mesmo comportamento
relatado na obtencdo do TCP, com o perfil de temperatura tipico de sintese por
combustao.

A medida da entalpia de combustéo, a temperatura adiabatica calculada (Tad)
e a temperatura de combustéo verificada (Tmax), bem como o tempo de reacao das
sinteses estao descritas na Tabela 15.

Tabela 15 - Dados da Taq, temperatura verificada na sintese e tempo de reacao.

Ceramica Tad Tde Tempo de Tempo para
calculada combustao reacao (s) atingir a
(°C) verificada Tmax (S)
(Tmax )(°C)
BR1 ~1403 ~795 117 76
BR2 ~1796 ~805 93 43
BR3 ~1811 ~835 61 34

Os dados apresentados na Tabela 15 referentes a Taqd calculada € a Tmax
verificada evidenciam o mesmo comportamento descrito nos resultados de obtencéo
do B-TCP. Além disso, quando a quantidade de combustivel aumenta, o tempo de
reacdo diminui e a temperatura de combustdo se eleva. Essas observacdes sao
esperadas em um sistema de reacao exotérmica em que a quantidade relativa de
reagentes afeta a energia liberada durante a reacéao (Varma et al., 2016).
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A Figura 20 apresenta os padrbes de difracao de raios X dos pés obtidos por

combustéo de solugéo.

Intensidade {u.a)
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Figura 20 - Difratogramas de Raios X das amostras obtidas por combustdo de
solucéo.

A partir dos resultados obtidos por DRX das amostras BR1, BR2 e BR3, foi
identificada a presenca de diferentes fases cristalinas a medida que a quantidade de
combustivel foi aumentada.

Pode-se observar que quando x = 1 (amostra BR1) a amostra apresentou
duas fases cristalinas: 3-Caz2SiO4 (arquivo JCPDS n® 00-033-0302) e Ca14Mg2(SiO4)s
(arquivo JCPDS n® 00-036-0399). Quando a quantidade de ureia foi aumentada, x = 2
(amostra BR2), a amostra apresentou 3 fases distintas: f-Ca2SiO4 (arquivo JCPDS n®
00-033-0302), y-Caz=SiO4 (arquivo JCPDS n® 00-049-1672) e Ca1aMg2(SiOa)s (arquivo
JCPDS n? 00-036-0399). O aumento adicional da quantidade de ureia, x = 3 (amostra
BR3) favorece a formacao da fase Ca14Mgz(SiOa)s (arquivo JCPDS n® 00-036-0399)
e de y- Caz=SiO4 (arquivo JCPDS n® 00-049-1672).

A medida que a quantidade de ureia € aumentada, favorecendo o aumento da
temperatura de combustéo, a fase B-Ca2SiO4 se transforma em y-Ca2SiO4, ambas séao

fases de baixa temperatura (600-800°C). A fase Cai14Mg2(SiO4)s é encontrada em
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todas as sinteses, mas a medida que a temperatura de sintese aumenta a presenca
desta fase também aumenta, indicando que a maior quantidade de ureia favorece a
formacao da fase desejada.

A partir dos resultados apresentados, foi escolhido o pé ceramico obtido com
o triplo de combustivel, a amostra BR3, para a producao dos scaffolds da etapa lll,
pois foi a que apresentou a fase de bredigita desejada.

Na Figura 21 podemos observar o diagrama de fase do sistema Ca2SiO4 —

CasMgSi20s. Neste diagrama € possivel observar a formagdo de y-Ca2SiOs e

Ca14Mg2(SiO4)s (representado pela letra “T”) numa faixa de temperatura que varia de
200 a 1000°C.
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Figura 21 - Diagrama de fases do sistema Ca>SiOs — CasMgSiO,. (Gutt, 1965)
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A morfologia dos p6s obtidos analisadas por MEV-FEG estao evidenciadas na
Figura 22.

500nm iy 8 . ol 500nm
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Figura 22 — Imagens obtidas por MEV-FEG da Bredigita obtida por combustao de solugao: (a)
BR1, (b) BR2 e (c) BR3.

A observagdo das imagens obtidas por MEV-FEG mostra que todas as
amostras exibem particulas nodulares e aglomeradas. Como ja foi observado nos
resultados do perfil de temperatura, a maior quantidade de combustivel leva a maior
temperatura de combustdo, consequentemente, essa maior temperatura leva a uma
maior sinterizacao das particulas, por este motivo é possivel verificar que as amostras
obtidas com o dobro e com o triplo de combustivel (Figura 22 (b) e (c)) apresentaram
aglomerados maiores. Ja quando a quantidade estequiométrica de combustivel foi
utilizada (Figura 22 (a)) ndo € possivel perceber a formagao de grandes aglomerados.

Na Tabela 16 encontram-se os dados de diametro de particula equivalente

(dset) calculados a partir da area superficial especifica (Sesp).
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Tabela 16 - Superficie especifica (Sesp) € dBET das amostras obtidas por combustdo de
solucéo.

Amostra Sesp(m?/g) deer(nm)

BR1 4,9 362
BR2 5,9 299
BR3 7,4 239

Observa-se que com o aumento da quantidade de combustivel a superficie
especifica do material aumenta e, consequentemente, os valores do dset diminuiram.
O aumento do combustivel aumenta o volume de gases liberados que evita o
crescimento excessivo das particula. Este resultado indica que o material obtido
apresenta particulas estruturadas submicrénicamente, confirmando os resultados

observados no MEV-FEG que indicaram um material estruturado submicrénicamente.

4.2 Resultados da etapa Il

4.2.1 Extracao do agente porogénico

Na Figura 23 encontra-se a curva da relagdo entre a perda de massa do
scaffold e o tempo em que os mesmo ficaram imersos em agua para a avaliacao da

eficiéncia de extracdo do agente porogénico.
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Figura 23 - Curva de extragcdo do agente porogénico.



68

Foi verificado que a percolacdo do NaCl foi mais evidente nas amostras que
continham 80% (volume) do agente porogénico. Neste caso, percebe-se que a perda
de peso (peso seco), apds 72h de imersdo em agua deionizada, foi de 90% para as
amostras que continham apenas polimero e NaCl, e de 75% para as amostras que
continham carga inorgéanica e PCL, pois apresentavam maior quantidade de NaCl, em
volume, e, consequentemente, a percolacao das particulas foi maior.

A percolacao do NaCl mais evidente nessas amostras assegura a formacgao
de poros interconectados, e consequentemente, possibilita a proliferagéo celular no

interior do scaffold.
4.2.2 Microscopia Otica

As imagens da parte interna dos scaffolds obtidas por microscopia 6tica sdo
mostradas na Figura 24. Neste ensaio os resultados das amostras 50(carga
inorganica) - 50(PCL) nao foram apresentadas, tendo em vista que as mesmas
apresentaram defeitos internos (bolhas), dificultando a analise por esta técnica.
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70(carga inorganica)- 60(carga inorganica)- 80(NaCl)-20(PCL)
40(PCL)

80(carga inorganica)-
20(PCL)

Figura 24 - Imagens obtidas por microscopia 6ética dos scaffolds preparados com diferentes
composicoes: (a e b) 80(NaCl)-20(PCL), (c e d) 60(carga inorganica)-40(PCL), (e e f) 70(carga
inorgéanica )-30(PCL) e (g e h) 80(carga inorgéanica )-20(PCL).
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A partir das imagens podemos observar a presenca de poros em todas as
composicoes. Para as amostras que continham apenas PCL e NaCl observa-se uma
maior quantidade de poros. Estes scaffolds apresentaram uma estrutura uniforme,
integrada e esponjosa.

Os scaffolds obtidos com ceramica, NaCl e PCL apresentaram diferentes
morfologias com o aumento da quantidade de carga inorganica. Observa-se que 0s
scaffolds 60(carga inorganica) - 40(PCL) (Figura 24 d) apresentaram uma estrutura
pouco uniforme, integra mas com falhas parciais. Ja4 os scaffolds com 70 e 80% de
carga inorganica (Figura 24 f e h) apresentaram uma estrutura mais uniforme e
integra. Verifica-se, em todos 0s casos, que, com 0 aumento da carga a espessura da
parede, definida como a distancia entre os poros vizinhos, diminui.

Pode-se observar que a estrutura é naturalmente mais porosa quando a
quantidade de carga inorganica aumenta, pois a quantidade do agente porogénico
também é aumentada. Além disso, 0 aumento da quantidade de particulas de NaCl
resultou em uma maior interconectividade e poros mais definidos, esses apresentaram
forma cubica semelhante a geometria das particulas de NaCl. Resultado semelhantes
foram encontrado por Wu et al. (2012).

Chuenjitkuntaworn et al. (2010) prepararam scaffolds de PCL/hidroxiapatita
pelo método de evaporacao de solvente e lixiviacao de particulas usando sacarose
como agente porogénico e verificaram que a interconectividade dos poros aumentou
com o aumento da quantidade de sacarose. Taherkhani e Moztarzadeh (2016)
prepararam scaffolds de PCL e amido pelo método de evaporagcédo de solvente e
lixiviacdo de particula utilizando NaCl como agente porogénico em diferentes
proporcdes e verificaram a formagao de poros uniformes, constataram também que o
aumento da quantidade do agente porogénico levou a um aumento na porosidade do
material e que a espessura da parede diminuiu.

As estruturas bem interconectadas, como as apresentadas por estes
scaffolds, sao de grande valor na engenharia de tecidos, pois permitem a migracao
de células e boa difusdo de nutrientes, esse fato representa uma condi¢ao basica para
a regeneracao tecidual (Zeltinger et al., 2001).

O tamanho dos poros verificado por microscopia 6tica estdo apresentados na
Tabela 17.
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Tabela 17 - Tamanho médio de poro dos scaffolds obtidos com diferentes propor¢des de carga
inorgénica.

80(NaCl)- 60(carga 70(9arga 80(carga
Scaffold 20(PCL) inorganica') - inosrg?;(i:tl:-a)‘) ) inorganica') -
40(PCL) 20(PCL)
Tamanho de Min 25 114 84 132
poro (um)  Max 413 452 434 564

Legenda: 'carga inorganica = carga ceramica + agente porogénico.

Os resultados demonstraram que os scaffolds com carga inorgéanica
apresentaram poros com tamanho na faixa de 84 a 564 um, ja os scaffolds obtidos
apenas com o polimero (PCL) e o agente porogénico (NaCl) apresentaram poros na
faixa de 25 a 413 um, evidenciando que os poros nao foram formados apenas com a
lixiviacdo NaCl, mas também devido a evaporagdo do solvente. Resultados
semelhantes foram encontrados por Taherkhani; Moztarzadeh (2016).

4.2.3 Resisténcia a Compressao

Na Figura 25 observa-se os graficos Tensdo x Deformacdo dos scaffolds
preparados com diferentes propor¢cées de carga inorganica e dos scaffolds
preparados sem carga inorganica. As curvas representam cada amostra analisada, ja

que, neste ensaio foram ensaiadas 5 amostras de cada grupo.
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Figura 25- Grafico Tensao x Deformacédo dos scaffolds com carga inorganica: (a) 50(carga
inorgéanica) -50(PCL); (b) 60(carga inorganica) - 40(PCL); (c) 70(carga inorgéanica) - 30(PCL);
(d) 80(carga inorganica) -20(PCL) e sem carga inorganica (e) 80(NaCl) - 20(PCL).

As curvas tensdo-deformacdo dos scaffolds exibem caracteristicas
qualitativas semelhantes a das espumas poliméricas. A primeira zona da curva
corresponde a adaptacao da superficie do material a placa de compressao, devido a
superficie da amostra ndo ser exatamente plana.

A forma da curva varia com a quantidade de poros e a composi¢céao. Na fase
inicial de compressao, observa-se uma regido elastica, onde a tenséo é diretamente
proporcional a deformacao do material, a partir desta regido podemos observar que a
curva tem um crescimento continuo devido a deformacao plastica, onde as células do

material sofrem flambagem seguida de colapso, e por fim, a densificagdo do material,
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onde as células sdo praticamente rompidas. O ponto de tensdo maxima € pouco
aparente em todas as amostras, pois nenhum scaffold apresenta fratura fragil.

Para a composi¢ao 70(carga inorganica) - 30(PCL) o regime de plastico nao
esta associado a um platd plano, a tensdao aumenta exponencialmente em grandes
deformacdes. Nesta regido, a medida que a for¢ca aumenta, os poros comecam a
entrar em colapso. Esta regido corresponde a uma absorcao de alta energia, onde os
espagos ocupados pelos poros sdo preenchidos pelo material esta sendo compactado
(Correlo et al., 2009). Ja para a composi¢ao 80(carga inorganica) - 20(PCL) a curva
€ quase horizontal em todos os pontos, ou seja, a tensdo ndo muda em grandes
deformagoes.

Os resultados de resisténcia a compressdao e moédulo de elasticidades dos
scaffolds sem e com carga inorganica estao apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 - Resisténcia a compressao (MPa) e Médulo de Elasticidade (MPa) dos scaffolds

produzidos.
Amostra Resisténcia a Médulo de Elasticidade
Compressao (MPa) (MPa)
80(NaCl)-20(PCL) 0,013 £ 0,002 0,0013 £ 0,0003
50(carga inorganica') - 1,15+£0,2 0,12 £ 0,04
50(PCL)
60(carga inorganica’) - 0,77 + 0,04 0,09 + 0,01
40(PCL)
70(carga inorganica') - 0,42 + 0,08 0,07 + 0,01
30(PCL)
80(carga inorganica') - 0,26 + 0,04 0,030 + 0,009
20(PCL)

Legenda: 'carga inorganica = carga ceramica + agente porogénico.

Os scaffolds obtidos sem carga ceramica apresentaram resisténcia a
compressado e mdédulo de elasticidade muito baixos, pois estes apresentavam muitos
poros e apresentavam caracteristicas de uma espuma. Quando a carga ceramica foi
incorporada, observou-se um aumento desses valores, indicando que os scaffolds
compdsitos possuiam maior resisténcia mecanica que aqueles sem a carga ceramica.

Dentre os scaffolds com carga inorganica observa-se que a medida que o
conteldo desta carga é aumentado, a resisténcia a compressdao e o médulo de
elasticidade diminuem. Isso por que 0 aumento da carga inorganica implica em um
aumento da quantidade de poros, e quanto maior a porosidade menor é a resisténcia
mecéanica. Comportamento semelhante foi encontrado por Wei et al., (2009a).
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Os valores de resisténcia a compressdao e médulo de elasticidade estao
abaixo do esperado para o0 0sso trabecular humano. Mas, como ja dito anteriormente,
nao é obrigatério que esses dispositivos fornegam equivaléncia mecéanica ao tecido
0sseo saudavel, tendo em vista irdo exercer funcdo momentanea de substituicao

0ssea, ou seja, até a regeneracao 0ssea.
¢ Condicao estabelecida

Nesta etapa foi escolhida a composicao de 70(carga inorgéanica) - 30(PCL)
para a producao dos scaffolds com as ceramicas obtidas na Etapa |. Essa composicao
foi escolhida levando em consideracdo as amostras que apresentaram melhor
uniformidade dos poros, maior quantidade de carga ceramica, melhor resisténcia a
compressao e modulo de elasticidade.

4.3 Resultados da etapa I

A partir dos resultados obtidos na etapa Il e o estabelecimento da proporcéao
de carga inorganica-polimero a ser utilizada, foram preparados os scaffolds contendo

as ceramicas obtidas na etapa I.
4.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura
A Figura 26 apresenta a imagem obtida por MEV do scaffold obtido apenas

com PCL e NaCl. Esta imagem é apresentada com a finalidade de se obter uma

comparacao com as imagens obtidas com a carga ceramica.

Figura 26 - Imagem obtida por MEV do scaffold sem carga ceramica.
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Na Figura 27 podemos observar as imagens obtidas por MEV e MO dos
scaffolds de PCL/TCP/W.

Figura 27 - Imagens obtidas por microscopia eletrébnica de varredura (figura maior) e
microscopia 6tica (figura menor no canto superior da imagem obtidas por MEV) dos scaffolds
PCL/TCP/W (a e b) e PCL/TCP/BRE (c e d).

A partir da andlise das imagens (Figura 27), podemos verificar que os
scaffolds apresentam uma morfologia porosa, com poros interligados. Os scaffolds
obtidos sem a carga ceramica (Figura 26) apresentam uma superficie pouco rugosa,
ja os scaffolds com carga ceramica (Figura 27) apresentam uma superficie rugosa,
devido a presenca da carga ceramica. Podemos verificar também que, nos scaffolds
com carga ceramica, as particulas foram incorporadas na matriz polimérica, com a
presenga de aglomerados. Resultados semelhantes foram encontrados por Diba et
al., (2012) e por Wang et al., (2010) quando incorporaram particulas ceramicas em
matrizes poliméricas de PCL.

A partir das imagens obtidos por MO foram realizadas medi¢des do tamanho
dos poros, este resultado se encontra na Tabela 19. Como pode ser observado, os

tamanhos dos poros estdo na faixa de 106 a 564 pm.
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Tabela 19 - Tamanho médio de poro dos scaffolds PCL/TCP/W e PCL/TCP/BRE.
PCL/TCP/W PCL/TCP/BRE

Tamanho de poro (um) Min e 106

Max 564 408
Analisando os dados da Tabela 19 observa-se que os poros obtidos na
producado dos scaffolds PCL/TCP/W e PCL/TCP/BRE encontram-se dentro da faixa

pré-determinada quando da adi¢do do NaCl.

Como ja mencionado anteriormente, as estruturas porosas com poros
interconectados, como as apresentadas por estes scaffolds, permitem a migragéo de
células e a boa difusao de nutrientes, e consequentemente, favorecem a regeneracao

tecidual.
4.3.2 Resisténcia a compressao
Nas Figura 28 e Figura 29 tem-se os gréaficos Tensdo x Deformagédo dos

scaffolds PCL/TCP/W e PCL/TCP/BRE, respectivamente. As curvas representam as

5 (cinco) amostras ensaiadas.
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Figura 28 - Grafico Tensao x Deformagéao dos scaffolds PCL/TCP/W.
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Resistécia a compressdo (MPa)
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Figura 29 - Gréfico Tensao x Deformacao dos scaffolds PCL/TCP/BRE.

As curvas tensao-deformacdo dos scaffolds exibem um comportamento
analogo ao apresentado pelo scaffolds de composigdo 70(carga inorganica) -
30(PCL), obtidos na etapa Il, este resultado ja era esperado tendo em vista que a
propor¢cédo de carga inorganica e polimero era a mesma, ou seja, na fase inicial de
compressao, observa-se uma regido elastica, a partir desta regiao podemos observar
que a curva tem um crescimento continuo devido a deformacéo plastica e densificacao
do material. O ponto de tensdo maxima € pouco aparente em todas as amostras, pois
nenhum scaffold fratura.

Observa-se também que os scaffolds PCL/TCP/BRE apresentam curvas
idénticas para as diferentes amostras. Ja os scaffolds PCL/TCP/W apresentam um
comportamento um pouco diferente entre as amostras. Este fato indica que as
amostras que continham a bredigita e B-TCP apresentaram melhor reprodutibilidade
guando comparadas com as amostras que continham a wollastonita e B-TCP.

Os resultados de resisténcia a compressao e modulo de elasticidades estao
apresentados na Tabela 20.

Tabela 20 - Resisténcia a compressao (MPa) e Mddulo de Elasticidade (MPa) dos scaffolds

produzidos.
Amostra Resisténcia a Compressao Modulo de Elasticidade
(MPa) (MPa)
PCL/TCP/W 0,86 + 0,08 0,054 + 0,01

PCL/TCP /BRE 0,62 + 0,04 0,063 + 0,01
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Observa-se que o B-TCP favoreceu o aumento da resisténcia a compressao
dos scaffolds quando comparados com os scaffolds produzidos apenas com a
wollastonita obtidos na etapa anterior de experimentagéo. Além disso, verifica-se que
a resisténcia a compressao dos scaffolds produzidos com wollastonita e B-TCP foi
superior aqueles obtidos com bredigita e B-TCP. Sugerindo-se que a incorporacao de
uma segunda fase ceramica proporcionou 0 aumento da resisténcia a compressao.

Como ja explicado anteriormente, esses dispositivos devem apresentar
rigidez e forga suficientes para, pelo menos, suportar e transmitir forgas no local do
tecido hospedeiro.

E importante ressaltar que a carga inorganica no scaffold além de
proporcionar porosidade adequada para regeneracao Ossea, por parte dos poros
produzidos pelo agente porogénico, também ird proporcionar maior bioatividade e
aumento da taxa de biodegradagéo do material, por parte das cargas ceramicas, que
sao caracteristicas importantes no desenvolvimento de materiais para regeneracao

Ossea.
4.3.3 Bioatividade In vitro

Os scaffolds produzidos nesta etapa foram submetidos a avaliacdo da
bioatividade in vitro, pela imersédo controlada em SBF. A superficie das amostras de
PCL/TCP/W e PCL/TCP/BRE avaliadas a 5, 7, 14, 21 e 28 dias, foi analisada por MEV,
e as imagens obtidas estao ilustradas nas Figuras 31, 32, 34 e 35.

Nas Figuras 30 e 33 estéo ilustradas as imagens da superficie dos scaffolds
de PCL/TCP/W e PCL/TCP/BRE, respectivamente, que nao foram imersos em SBF.

As amostras de PCL/NaCl ndo foram estudadas nesta etapa pois este
polimero ndo apresenta capacidade bioativa de acordo com varios estudos descritos
na literatura (Diba et al., 2012; Sampaio, 2016; Wei et al., 2009b).
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Figura 30 - Superficie dos scaffolds de PCL/TCP/W antes da imersao em SBF.

A partir da andlise das imagens obtidas por MEV dos scaffolds PCL/TCP/W
podemos observar a presenca das particulas ceramicas dispersas na matriz
polimérica. Observa-se também que a superficie do material analisado é rugosa, essa
caracteristica pode ser atribuida ao método de obtencdo destes scaffolds, a
evaporacao do solvente pode ter proporcionado esse tipo de superficie ao material.
Resultados semelhantes foram encontrados por Wei et al. (2009b). Além disso,
superficies rugosas também sao efetivas para adesao celular e proliferagcao celular
(Deng et al., 2015; Magallanes-Perdomo et al., 2010).




Figura 31 - Superficie dos scaffolds de PCL/TCP/W apés imersdao em SBF: 5 dias (a, b); 7
dias (c,d),14 dias (e, f); 21 dias (g,h).

Ao analisar as imagens obtidas por MEV dos scaffolds de PCL/TCP/W imersos
em SBF verificou-se que apds 5 dias (Figura 31 a e b) a superficie do material ja
apresenta uma mudanca significativa. E observada uma camada com a presenca
pequena fissuras ao longo de toda superficie analisada, caracteristicas da formacao
da HA na superficie do material (Figura 31 a). Observando mais detalhadamente a
superficie da amostras (Figura 31 b) é possivel observar granulos esféricos que
caracterizam a formagdo da HA. O crescimento dessa camada aumenta com o
decorrer dos dias de imersdo. Resultados semelhantes foram encontrados por Wei et
al., (2009a, 2009b).
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Na Figura 32 podemos observar a imagem da superficie do scaffolds de
PCL/TCP/W apés a imersao em SBF por 28 dias.

Observa-se que a camada formada apés 28 dias (Figura 32) exibe, de forma
mais evidente, nas particulas de hidroxiapatita, cristais de fosfato de célcio em escala
nanomeétrica e na forma de agulha. Caridade et al., (2012) observaram a bioatividade
de membranas de poli(d,l-acido latico)/Bioglass® e verificaram comportamento
semelhante a este apds imersdo das membranas em SBF por 21 dias.

Na Figura 33 observa-se as imagens da superficie dos scaffolds
PCL/TCP/BRE antes da imersao em SBF.

100 um AT R Y A

Figura 33 - Superficie dos scaffolds de PCL/TCP/BRE antes da imersdo em SBF.

A partir da analise das imagens obtidas por MEV dos scaffolds PCL/TCP/BRE
podemos observar a presencga das particulas ceramica dispersas na matriz polimérica.
Observa-se também que o material analisado apresenta superficie rugosa.
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Na Figura 34 observa-se as imagens da superficie dos scaffolds
PCL/TCP/BRE apés a imersao em SBF.
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Figura 34 - Superficie dos scaffolds de PCL/TCP/BRE apés imersao em SBF: 5 dias (a, b); 7
dias (c, d); 15 dias (e, f); 21 dias (g, h).

Ao analisar as imagens obtidas por MEV dos scaffolds de PCL/TCP/BRE
imersos em SBF verificou-se que apds de 5 dias (Figura 34 a e b) de imerséo a
superficie do material j4 apresenta uma mudanca significativa. E observado uma
camada formada por pequenos granulos esféricos, com pequenos espagos entre eles,
que caracterizam a formagéao da HA. Apés 7 (Figura 34 b e c) dias de imersao observa-
se um aumento da camada e ja nao é perceptivel os espagos entre os granulos. A
medida que aumenta os dias de imersao (Figura 34 e, f, g e h), percebe-se um
aumento dos granulos e uma maior densificacao entre eles. O mesmo comportamento
foi observado nos scaffolds de PCL/TCP/W.

Na Figura 35 podemos observar a imagem da superficie do scaffolds de
PCL/TCP/W apés a imersao em SBF por 28 dias.
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Figura 35 - Superficie dos scaffolds de PCL/TCP/BRE apés imersdo em SBF por 28 dias.

Assim como para os scaffolds de PCL/TCP/W imersos por 28 dias em SBF
(Figura 32), os scaffolds de PCL/TCP/BRE apés o mesmo tempo de imersao
apresentaram cristais de fosfato de calcio em escala nanométrica, nas particulas de
hidroxiapatita.

Kokubo et al., (1993) sugeriu que a dissolugéo de ions de silicio pode fornecer
locais favoraveis para a nucleagdo da apatita nas superficies de vitroceramicas. Wu
et al., (2005) estudaram a bioatividade in vitro da ceramica bredigita e verificaram que
esta ceramica é bioativa, em seus estudos sugeriram que 0 mecanismo de formagao
de apatita na ceramica de bredigita pode ser semelhante ao da ceramica bioativa
baseada em CaO-SiOa.

Kouhi et al., (2016) investigaram a bioatividade in vitro de nanoparticulas
compoésitas de hidroxiapatita/bredigita e verificaram que estas apresentaram um
comportamento bioativo melhorado, com uma taxa de formacéo de apatita mais rapida
gue as nanopatrticulas de hidroxiapatita pura.

Esses resultados evidenciam que ambas as composicées dos scaffolds sao

bioativas e apresentam potencial para aplicacdo como biomaterial.

4.3.4 Adesao celular In vitro

A morfologia dos scaffolds de PCL/TCP/W (Figura 36 a e b) e PCL/TCP/BRE
(Figura 36 c e d) foi analisada por MEV ap0s o ensaio de adeséo celular in vitro as

imagens obtidas de diferentes regides do material estdo apresentadas abaixo.
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Figura 36 - Imagens obtidas por MEV da superficie dos scaffolds apds incubagdo com células
L929 por 7 dias: (a e b) PCL/TCP/W e (c e d) PCL/TCP/BRE.

Analisando as imagens obtidas por MEV, observa-se que, apés 7 dias de
cultivo celular, as células se apresentaram aderidas aos compositos. Além da adesao,
também foi observado que as células apresentaram prolongamentos celulares,
caracteristicos de seu desenvolvimento e viabilidade. Observa-se que a superficie
rugosa e a presenga de poros facilitaram a adesdo e proliferacdo das células. Este
resultado € semelhante para os dois materiais.

A adesao celular nos scaffolds contendo apenas o PCL n&o foi realizada pois
estudos encontrados na literatura afirmam que a sua caracteristica hidrofébica
refletem em uma fraca adeséo celular (Cho et al., 2015; Shor et al., 2007; Wang et al.,
2010).

Estudos mostram que a morfologia de superficie do material, a presenca de

poros e produtos ibnicos oriundos dos componentes do material sdo importantes na
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resposta biolégica das células, na fixacao e proliferacao celular (Deng et al., 2015;
Guo et al., 2009; Magallanes-Perdomo et al., 2010).

A superficie rugosa leva a uma maior area superficial, esta pode oferecer mais
sitios que irdo promover a ligacdo de proteina adesiva, que € um pré-requisito
essencial para a adesao celular (Deng et al., 2015).

Além disso, a presenca de ions como Ca, Si e Mg, caracteristicos das
bioceramicas estudadas, desempenham um papel importante na proliferacéo e até
diferenciacao celular (Wu et al., 2007).

A adesao celular inicial é considerada responsavel pelas fungdes celulares e
eventual integracao tecidual, ja a proliferacao celular esta intimamente correlacionada
com a quantidade de nova formacao 6ssea (Zhao et al., 2013).

Um dos fatores importante na engenharia de tecidos 6sseos € a interagdo do
biomaterial com as células, este deve permitir a rapida proliferagdo celular. A relagao
do biomaterial com as células e, particularmente, as células aderidas a sua superficie
é o que define a biocompaibilidade (Gong et al., 2006).

4.4 Resultados da Etapa IV
4.4.1 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

Para investigar a interacdo intermolecular entre o farmaco e a matriz
polimérica foi realizado a analise por FTIR do PCL puro, da vancomicina (Vanco), dos
pés ceramicos de CaSiOs (W), B-CasPO4 (TCP) e CarMg(SiOs)s (BRE), e dos

compdésitos com e sem o farmaco. Os espectros encontram-se na Figura 37.
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Figura 37 - Espectro FTIR das amostras.

No espectro do PCL puro sédo exibidos bandas caracteristicas a 2945 cm™' e
2865cm" correspondente ao alongamento assimétricos e simétricos do grupo CHoz,
respectivamente, o pico em 1719 cm™' corresponde a vibragdo de alongamento da
ligagdo carboxilica (-C=0) e o pico em 1169 cm™ corresponde a vibracdo de
alongamento da ligacao éter (O-C-O) (Chang et al., 2014; Tirkkan et al., 2017). O
espectro da vancomicina apresenta banda larga em 3430 cm™ e 3298 cm
correspondente a vibracdo de alongamento da ligacdo amina (-N-H) e da ligagao OH
do grupo fendlico, respectivamente. A banda em 1667 cm™' corresponde a vibragao
de alongamento da ligagdo —C=0O da amida primaria. A banda em 1507 cm
corresponde a vibracdo da ligacdo C=C do anel aromatico (Upho et al., 2015; Yu et
al., 2016).

O espectro do pd ceramico de CarMg(SiO4)4 apresenta bandas caracteristicas
desta ceramica, uma banda larga na faixa que compreende os valores 870 cm™' e 990
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cm’, com a presenca de duas bandas correspondentes a vibragdo do alongamento
da ligagéo SiO4 (Kouhi et al., 2016; Rahmati et al., 2018). O pds ceramico de CaSiOs
apresentam bandas caracteristicas dessa ceramica na regidao de 843 cm', 908 cm’
e 986 cm!, devido a vibracdo da ligacdo de O-Si-O (Sreekanth Chakradhar et al.,
2006). Os poés ceramicos de CaszPO4 apresenta uma banda muito forte entre 1024 e
1086 cm-1 correspondente a vibracdo de alongamento assimétrico da ligacao P-O do
grupo PO+*. Bandas fracas entre 1400 e 1600 cm™ e em 873 cm™' sdo atribuidos a
vibragdes de alongamento assimétrico e de flexdo fora do plano do grupo carbonato
(CO3?), respectivamente, que é devido a presenca da hidroxiapatita formada, a
presenca desta fase também foi observada no DRX (Gibson et al., 2000; Manoj et al.,
2015).

Os espectros dos scaffolds com e sem o farmaco sao bastante semelhantes,
sem a presenca significativa das bandas caracteristicas da vancomicina e apresentam
todas as bandas caracteristicas do PCL, apenas na regido entre 3430 e 3298 cm™', do
espectro dos scaffolds com o farmaco, é possivel observar a presenga de uma banda
larga e fraca indicando a presenga do farmaco na matriz polimérica. Nenhum
deslocamento na posicao das bandas indica a auséncia de interacao entre o polimero
e o farmaco. Este resultado indica que a incorporacdo da vancomicina na matriz
polimérica ndo provoca alteragbes detectaveis na sua estrutura molecular, mas que
pode ser identificada. Resultados semelhantes foram encontrados por Yousry et al.,
(2017), Yu et al., (2016) e Zhou et al., (2011).

4.4.2 Liberacao da Vancomicina

A porcentagem de vancomicina liberada a partir dos scaffolds foi
normalizada para a quantidade total de vancomicina incorporada
nos compositos. Os dados acumulados sao apresentados na Figura 38.
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Figura 38 - Perfil de liberacdo da vancomicina a partir dos scaffolds PCL-BRE-Vanco e PCL-
W-TCP-Vanco.

Observa-se que a liberacado do farmaco se deu em duas fases, a primeira
caracterizada por uma liberagao explosiva seguida por uma liberagéo lenta e continua.
Durante as primeiras 24 h a liberagédo correspondeu a 22% e 23% de liberacao para
os scaffolds PCL/TCP/W/Vanco e PCL/TCP/BRE/Vanco, respectivamente. Esta
liberacao inicial explosiva pode estar correlacionado com a presenca dos poros que
facilitam a saida do farmaco da matriz polimérica para o exterior, além disso, também
pode estar relacionada com a presenca de farmaco na superficie do scaffold que
proporciona este tipo de liberacado (Upho et al., 2015; Zhou et al., 2011).

Apés 65 dias de experimento, 77% e 66% da droga foi liberada dos scaffolds
PCL/TCP/W/NVanco e PCL/TCP/BRE/Vanco, respectivamente. Esta segunda fase
caracterizada pela liberacao lenta e continua, tipica de compdsitos com base em PCL,
provavelmente, representa a dissolugao da droga no interior da matriz polimérica e a
difusdo para o exterior da estrutura porosa. A analise por FTIR indica que a
vancomicina nao forma uma ligagéo forte com o polimero, como por exemplo uma
ligacdo covalente, e portanto nao dificulta a liberagdo da droga (Upho et al., 2015;
Zhou et al., 2011).

Estudos afirmam que a presenca da vancomicina reduz os esferulitos do
polimero PCL, presumidamente, devido a forte interacdo entre eles e que este fato
provoca a liberagdo lenta do farmaco a partir desta matriz polimérica. Além disso, o
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PCL apresenta uma estrutura que criam uma espécie de labirinto, tornando a liberacao
da droga lenta (Makarov et al., 2014; Rai et al., 2016; Upho et al., 2015).

Este tipo de liberacdo € adequado para um sistema de liberagao controlada
de farmacos in vivo, pois promove uma maior permanéncia da droga no individuo.

Observa-se também que os scaffolds que continham wollastonita em sua
composicao apresentam uma quantidade maior de farmaco liberada no mesmo
intervalo de tempo, isto pode ser explicado pois o scaffolds que continham wollastonita
em sua composicado continham um pouco mais de farmaco que aqueles obtidos com
a bredigita.

4.4.3 Cinética de Liberacao

Para entender a cinética de liberacdo da vancomicina a partir dos scaffolds
PCL/TCP/W/NVanco e PCL/TCP/BRE/Vanco, quatro diferentes modelos cinéticos
(ordem zero, de primeira ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas modelos) foram
estudados.

A Tabela 21 evidencia os valores dos pardmetros mais utilizados para
identificar o modelos de liberagéo, sédo eles: Coeficiente de Correlagdo Linear (r?),
critério de Informacao de Akaike (AIC) e Critério de Selecao de Modelos (MSC). Para
fins de comparagdo e de determinagdo do melhor modelo, o r> e o MSC devem
apresentar o maior valor, ja o AIC deve apresentar valor mais baixo (Zhang et al.,
2010).

Tabela 21 - Cinética de liberagdo da Vancomicina a partir dos scaffolds PCL-TCP-W-VANCO
e PCL-TCP-BRE-VANCO.
MODELO AMOSTRAS

MATEMATICO PCL/TCP/W/Vanco PCL/TCP/BRE/Vanco
rr MSC AIC r2 MSC AIC
Ordem Zero 0,97 3,43 58,62 0,98 3,97 50,97
Primeira Ordem 0,96 3,07 63,31 0,97 356 56,35
Higuchi 0,96 3,25 60,97 096 3,09 62,41
Korsmeyer-Peppas 0,87 1,89 7857 0,88 1,89 77,97
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Analisando os resultados evidenciados na Tabela 21 observa-se que ambos
0s scaffolds apresentaram uma cinética de liberagdo de ordem zero, este tipo de
cinética é caracterizada pela dissolugdo do farmaco, neste caso, o dispositivo
carreador da droga ndo desagrega e a liberacdo é lenta. Considera-se que uma
mesma quantidade de farmaco € liberada por unidade de tempo, sendo assim, estes
dispositivos tornam-se ideais para liberagdo de farmacos quando se deseja uma acao
farmacolégica prolongada e dose constante (Costa; Sousa Lobo, 2001).

4.4.4 Atividade Antimicrobiana

A Figura 39 representa a andlise macroscopica da atividade antimicrobiana
da vancomicina frente a cepa Staphylococcus Aureus ATCC 25923. A concentragao

de 100 pg/mL foi utilizada como controle.

Vista inferior

(8 (b)
Figura 39 - Atividade antimicrobiana da vancomicina (100ug/mL) frente a cepa de S. aureus
ATCC 25923.

Observa-se a formacédo do halo de inibicdo, conforme esperado, tento em
vista que ja se € comprovado a a¢ao antimicrobiana da vancomicina frente a cepa S.
aureus (Cabrejos-Azama et al., 2016; Rybak, 2006).

A Figura 40 representa a analise macroscépica das placas de petri com os
scaffolds PCL-TCP-W, PCL-TPC-BRE, PCL-TCP-W-Vanco e PCL-TPC-BRE-Vanco,

inoculados com a cepa S. aureus ATCC 25923.
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Figura 40 - Atividade antimicrobiana dos scaffolds frente a cepa de S. aureus ATCC 25923:
(a) PCL-TCP-W; (b) PCL-TCP-W-Vanco; (c) PCL-TCP-BRE; (d) PCL-TCP-BRE-Vanco.

Observando as Figuras 42 (a), (b), (c) e (d) percebe-se que os scaffolds que
continham vancomicina em sua composi¢cdo apresentaram halos tipicos de inibigado
produzidos pela liberacdo do antibidtico, ja os scaffolds sem vancomicina nao
apresentaram atividade antimicrobiana, o que sugere que a atividade antimicrobiana
dos scaffolds com farmaco é atribuida a vancomicina.

A Figura 41 representa o tamanho da zona de inibicao, em milimetro (mm),
produzida pela vancomicina (controle) e por esta liberada a partir dos scaffolds.
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Figura 41 - Grafico do tamanho (mm) da Zona de inibicdo produzida pela vancomicina
(controle) e pelo antibidtico liberado a partir dos scaffolds.

Observa-se que em 24h de inoculagao os scaffolds PCL-TCP-W- VANCO e
PCL-TCP-BRE-VANCO, que apresentaram uma liberacdo de 22 e 23%,
respectivamente, nesse intervalo de tempo, apresentaram halos com diametro de 22,6
+ 0,57 e 18 + 0,01 mm, consideraveis para a inibicdo da S. aureus quando
comparados com o controle, que apresentou halo de inibicdo de 29 + 0,01 mm. Ao
final do experimento, apds 96h de ensaio, esses scaffolds apresentaram diametro da
zona de inibicao de 23,6 + 0,57 mm (PCL-TCP-W- VANCO ) e 18,6 £ 0,28 mm (PCL-
TCP-BRE-VANCO), halos tipicos de inibicao da bactéria S. aureus (Lian et al., 2013).

Os scaffolds com wollastonita em sua composi¢cao apresentaram um halo
maior que aqueles que continham a bredigita, avaliando o mesmo periodo de tempo,
pois, como observado no teste de liberagédo, confirmando assim os resultado obtidos
neste ensaio. A rapida eluicdo da droga proporciona uma alta concentragéo da droga
no local e, consequentemente, uma maior erradicacao do patégeno.

A dimensdo da zona de inibicao é proporcional, primeiramente, a taxa de
difusdo do farmaco através do compdsito e em seguida do agar. Além de estar
diretamente ligado a capacidade antibacteriana do farmaco. Sendo assim, é possivel
estimar que ambas as composi¢des dos scaffolds permitiu a liberagao do farmaco em

uma concentracao eficaz para inibicdo do crescimento bacteriano.
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4.4.5 Biodegradacao

Na Figura 42 observa-se a quantificacao da degradacao das bioceramicas
presentes nos scaffolds apds incubagao em solucédo tampao de Tris-HCI.
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Figura 42 - Quantificacdo da degradacao das bioceramicas presentes nos scaffolds apéds
incubacdo em solugdo tampao Tris-HCI: (a) concentragdo ibnica de Ca (mg/L), (b)
concentracao idnica de Si (mg/L) e (c) concentragao idnica de Mg (mg/L).

Ao analisar os resultados observa-se que todas as composicoes,
PCL/TCP/BRE, PCL/TCP/BRE/Vanco, PCL/TCP/W e PCL/TCP/W/Vanco liberaram
Ca (Figura 42 a) gradualmente durante todo o experimento. Observa-se também que
as concentragdes de Si (Figura 42 b) apresentam o0 mesmo comportamento dos ions
de Ca, ou seja, aumentam com o tempo. As quantidade de Mg dissolvido foram muito
baixas quando comparadas as de Ca e Si, para os scaffolds que continham a bredigita

(Ca,MgSi,0,4) em sua composicéo, e, obviamente, foram nulas para aquelas que nao

continham o Mg em sua composi¢ao, naturalmente porque a bredigita contém muito
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mais Ca e Si que Mg. Este comportamento de degradacdo esta de acordo com
estudos anteriores (Huang et al., 2017; Ni; Chang, 2009; Solonenko et al., 2018).

A concentracdo de ions de Ca é maior que a de ions de Si, estes dados sao
consistentes com a composi¢ao quimica das bioceramicas, 0 mesmo ocorre com 0
Mg. A maior quantidade de Ca também ¢é explicada pois ele é advindo tanto da
wollastonita e da bredigita como do fosfato de calcio. Além da composicao quimica, o
tipo de ligacao dos ions também influenciam na degradacao das bioceramicas, o ions
de Ca estdo ligados aos tetraedros de silica por ligagbes iGnicas ja os ions de Si
formam uma ligagdo covalente com o O, sendo assim, como a liga¢do iénica é mais
fraca que a ligacao covalente os ions de Ca séo dissolvidos mais rapidamente que os
de Si (Huang et al., 2017).

Com relagé@o ao Mg sugere-se, também, que este ndo foi facilmente removido
da estrutura quando comparado ao Ca e ao Si pois a energia de ligacdo do Mg-O é
maior que a da ligacdo Ca-O devido ao seu menor raio atbmico (Huang et al., 2017;
Rahmati et al., 2018).

Esses resultados mostram que os scaffolds que apresentavam a bredigita em
sua composicdo sao degradados mais rapidamente que aqueles que continham a
wollastonita. Estudos mostram que a concentracao de ions de Ca liberadas a partir de
ceramicas de silicato tricalcico (CasSiOs) e bredigita (Ca,MgSi,O,,) foram maiores em

comparacao a wollastonita (CaSiOs) e akremanita (CazMgSi207) (Ni; Chang, 2009;
Wu; Chang, 2007).

A Figura 43 mostra as mudancas de pH da solucao tampéao Tris-HCI apds 28
dias de imersao dos scaffolds.
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Figura 43- Mudancas de pH na solucao tampao Tris-HCI apds a imersao dos scaffolds por
varios periodos de tempo.
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Analisando a Figura 43 observa-se que o pH da solugcao tampao Tris-HCI
aumentou apés 1 dia de imersao e, com o aumentando do tempo de imersao para 28
dias, permaneceu quase inalterado, para todas as amostras. Este fato ocorre pois a
troca ibnica é tao elevada que excede o tamponamento da solugdo Tris-HCI. Neste
caso, a alteracao do pH foi maior para as amostras que continham a bredigita em sua
composicao e corrobora os dados observados na quantificacao da liberacao de ions,
em que as amostras que continham essa biocerdmica apresentaram uma maior
liberagdo do ion de Ca. O aumento de pH das solugdes de imersdo que continham a
bredigita foram mais significativos devido ao maior consumo de ions H* que resultou

no aumento da dissolucao dos ions Ca e Mg (Huang et al., 2017; Rahmati et al., 2018).
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5 CONCLUSOES

A partir dos objetivos propostos nesta pesquisa, conclui-se 0 método de
evaporacdo de solvente foi efetivo e reprodutivel na obtencdo dos scaffolds
compositos de matriz polimérica baseada em PCL.

A incorporacdo de uma segunda fase percolada de NaCl e sua posterior
lixiviagdo proporcionou a formagéo de estruturas tridimensionais porosas, com poros
interconectados e na faixa de 100 a 500 pum.

Os scaffolds apresentaram aceitavel resisténcia & compressao (6-9 Kg/cm?),
para materiais com elevada porosidade.

O método de combustdo de solugéo é viavel, obtendo-se as fases ceramicas
de wollastonita, bredigita e beta fosfato tricalcico, com elevada superficie especifica e
estrutura submicrénica. Sem a necessidade de etapas posteriores de calcinagao.

Os scaffolds compdésitos apresentaram capacidade bioativa e biocompativel
adequadas para aplicagdo como biomaterial.

Os ensaios de liberagdo do farmaco mostraram uma liberacdo lenta e
uniforme da vancomicina durante 2 meses a partir dos compoésitos PCL-W-TCP-Vanco
e PCL-BRE-TCP-Vanco com a capacidade antibacteriana eficaz.

A degradagao da bioceramica bredigita contida nos scaffolds foi mais rapida

que da bioceramica wollastonita.
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6 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Para que os scaffolds desenvolvidos nesta tese possam vir a atender os
requisitos necessarios para a efetiva aplicagdo como biomaterial para regeneracao do
tecido 6sseo, tem-se como perspectiva o aperfeicoamento do material e do processo
de produgao no que diz respeito:

e Avaliar a influéncia de silicatos em diferentes niveis de oxidacao do silicio
(Si);

e Avaliar a eficiéncia do processo de evaporagao de solvente;

e Validagédo do método de liberacao;

e Estudos in vivo com diferentes tempos de permanéncia do material no

animal.
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