UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA
E ENGENHARIA DE MATERIAIS — P2CEM

AVALIACAO DA INFLUENCIA DE UM AGENTE MODIFICADOR
DE SUPERFICIE DE PARTICULAS NA ESTRUTURACAO DE
COMPOSITOS BIOATIVOS

por

JOYCE KELLY MARINHEIRO DA CUNHA GONSALVES

Universidade Federal de Sergipe
Cidade Universitaria “Prof. José Aloisio de Campos”
Séo Cristévao — Sergipe — Brasil



AVALIACAO DA INFLUENCIA DE UM AGENTE
MODIFICADOR DE SUPERFICIE DE PARTICULAS
NA ESTRUTURACAO DE COMPOSITOS BIOATIVOS

JOYCE KELLY MARINHEIRO DA CUNHA GONSALVES

Tese apresentada ao Programa de Péds-
Graduagcdo em Ciéncias e Engenharia de
Materiais da Universidade Federal de
Sergipe, como um dos requisitos para a
obtencéo do titulo de Doutor (a) em Ciéncia
e Engenharia de Materiais.

Orientador:
Prof. Dr. Méario Ernesto Giroldo Valério

Co-orientador/Colaborador (a):
Prof. Dra. Rogéria de Souza Nunes

SAO CRISTOVAO-SE
DEZEMBRO/2016



“Avaliagdo da Influéncia de um Agente Modificador de Superficie de

Particulas na Estruturacdo de Compésitos Bioativos’.

Joyce Kelly Marinheiro da Cunha Gonsalves

Tese submetida ao corpo docente do PROGRAMA DE POS-GRADUACAO
EM CIENCIA E ENGENHARIA DE MATERIAIS da Universidade Federal de Sergipe
como parte dos requisitos necessarios para a obtengdo do grau de DOUTOR em
CIENCIA E ENGENHARIA DE MATERIAIS.

Aprovada por:

CTbin)

Prof. Dy rio Ern iroldo Valerio

/;

Prof. Dr. Eul%dos Santos
%éy %

Prof. Dr. Marcelq Massayoshi Ueki

Prof. Dr. Alexandre Malta Rossi

L | L

Prof. Dr. Victor Hugo Vitorino Sarmento

SAO CRISTOVAO, SE - BRASIL.
Dezembro/2016



Andec pra chegar tio-longe
Dague de longe ew othel prav tris

£ foc como-ver distante

Ew atravessando-os meus temporads’”

(Lenine)



AGRADECIMENTOS

“Sozinho. Totalmente sozinho. Ninguém consegue sobreviver sozinho. ”
Maya Angels

Nada mais justo do que agradecer aqueles que se fizeram presentes nestes quatro

longos anos de doutorado. Pois nunca estive so ...

Deus: meu refagio, meu consolo, minha salvacdo, fortaleceu-me para que o tado
almejado dia chegasse... Obrigada pela presenca constante em minha vida.

Minha querida mée, Nossa Senhora, que sempre intercedeu por mim. Obrigada!!

Aos meus pais, Josefa e Jair. Por vocés cheguei até aqui... pelo companheirismo, pela
dedicacéo infinita, pela confianga. Nada sera o bastante para retribui-los. Aos meus
familiares, em especial a minha avé Eremita, a minha irm& Jessyca e a meu afilhado,
Gustavo.

A meu orientador, professor Dr. Mario Valerio. Obrigada pela confian¢a, dedicacéo,
oportunidade, incentivo, apoio e sobre tudo, orientacdo. Foi um grande desafio para
ambos, certamente. Mas sem sua generosidade em aceitar-me como aluna, nada disso
teria se concretizado. Sou imensamente grata!!!

A minha co-orientadora e principal colaboradora do trabalho, professora Dra. Rogéria
de Souza Nunes, pela dedicacgéo, paciéncia, suporte e orientacdo. Muito obrigada!!!

A CAPES e a FAPITEC, o apoio financeiro concedido.

Aos professores Dr. Victor Sarmento, Dr. Eduardo Miqueles, Dra. Nathaly Lopes, Dr.
Emiliano Barreto e Dr. Thiago Remacre, agradeco a colaboracdo nos nossos projetos e

disposicéao a contribuir com conhecimentos.



Aos membros da banca da tese e das disciplinas de pesquisa, pelas contribuicbes dadas
ao trabalho e ao Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais
(P2CEM).

A todos que fizeram e fazem parte do LPCM — NUPEG, em especial a Felipe, Verdnica,
Janaina, Claudiane, Camila, Jéssica, Giordano, Adriano, e professora Dra. Zélia.
Acolheram-me como novo membro do grupo. Obrigada de coracéo!

A todos que fizeram e fazem parte do LADEF - DFA, onde conheci grandes amigos e
que desde 2007 acompanham-me. Em particular, a Raquel, Juliana, Gabriela, Raissa,
Dill, Adriana e Glauci por tornarem meus dias mais leves.

Aos técnicos e alunos pelas colaboragfes na execugdo de medidas: Adriana, Cochiran,
Claudia, Jamylle (UFAL), Alyne, Luiz.

Aos meus amigos de faculdade, e aos amigos que construi no P2CEM: Jamilly, Ivory,
Genelane.

Agradeco também os centros de pesquisa CMNano-UFS, LNLS, DQI-ITA, DQI-SC, DFI,
LBM-UFAL pela contribuicdo em analises importantes a conclusdo do trabalho.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para o desenvolvimento da tese.

Muito obrigada!

Vi



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

G635a

Gonsalves, Joyce Kelly Marinheiro da Cunha

Avaliacdo da influéncia de um agente modificador de
superficie de particulas na estruturacdo de compdsitos
bioativos / Joyce Kelly Marinheiro da Cunha Gonsalves;
orientador Mario Ernesto Giroldo Valério. — Sao Cristovao,
2016.

159 f.:l.

Tese (doutorado em Ciéncia e Engenharia de Materiais) —
Universidade Federal de Sergipe, 2016.

1. Engenharia de materiais. 2. Materiais biomédicos. 3.
Hidroxiapatita. 4. Nanocompdésitos (Materiais). I. Valério, Mario
Ernesto Giroldo, orient. Il. Titulo.

CDU 620:616-77

vii



RESUMO
Tratar les6es em tecidos vivos tornou-se uma problemética em saude devido ao tardio
processo de cicatrizacdo natural, a uma limitada aceitacdo e compatibilidade com
enxertos. O desenvolvimento de biomateriais surge como nova estratégia. Deste modo,
este trabalho teve como objetivo principal a obtencdo de compdésitos bioativos porosos
e avaliar a influéncia da composicao nas caracteristicas fisicas, quimicas, estruturais,
morfolégicas e bioldgicas para uma possivel aplicagdo em tecido 6sseo. A proposta
iniciou-se com a obtencgéo e caracterizagdo de nanoparticulas de hidroxiapatita (HAP)
(precipitacdo por via imida) e com a modificagéo de sua superficie pelo acido esteérico
(AE) (refluxo). A presenca do AE sob a superficie da HAP promoveu alteracfes
significativas em suas caracteristicas gerais, principalmente em suas morfologias,
tamanhos e estabilidade térmica (TG/DTG). Para os compdsitos, quitosanas com
diferentes graus de pureza foram escolhidas. Com o intuito de homogeneizar a ceramica
sob a dispersao polimérica, fez necessaria a incorporacdo de um agente de viscosidade,
o hidroxietilcelulose (HEC). Sendo assim, seis grupos de compdsitos foram avaliados e
caracterizados por técnicas que permitiram inferir informacdes basicas a respeito do
grau de intumescimento, da porosidade, da morfologia de superficie, da estabilidade
térmica, da cristalinidade e do ambiente quimico. A viabilidade celular avaliada sob os
compositos permitiu sugerir a biocompatibilidade destes. O estudo da organizacdo
estrutural durante a liofilizagdo, utilizando-se o espalhamento de raios X a baixos
angulos, e a avaliacdo da estrutura morfologica interna dos compaésitos sob influéncia
da composicgéo foi realizada através da tomografia de raios X. Tais andalises permitiram
inferir que a presenca do AE na composicao de superficie das nanoparticulas inseridas
nos compasitos influenciou na aglomeracéo e deposicdo das nanocargas de HAP sob

a estrutura polimérica, determinando as caracteristicas estruturais destes compdsitos.

PALAVRAS-CHAVES: arcaboucos, modificador de superficie, hidroxiapatita,

compaositos bioativos
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ABSTRACT

Treating lesions in living tissues has become a health issue due to the late natural healing
process, limited acceptance and compatibility with grafts. The development of
biomaterials emerges as a new strategy. Thus, this study aimed to obtain bioactive
porous composite, of different compositions and the evaluation of the influence of the
composition on the physical, chemical, structural, morphological and biological
properties for possible application in tissue engineering. The project started with the
preparation and characterization of hydroxyapatite nanoparticles (HAP), via a wet
precipitation route, and the modification of their surface by stearic acid (SA) (reflux). The
presence of SA in the surface of HAP promoted significant changes in their general
characteristics, especially in their morphology, size and thermal stability (TG/DTG). For
the formation of composites, chitosan with different degrees of purity were chosen. To
the homogeneous dispersion of ceramic in the polymer dispersion has required the
incorporation of a viscosity agent, hydroxyethyl cellulose (HEC), which prevented the
settling of HAP particles. Thus, six groups were evaluated and characterized by
techniques that allowed to infer basic information about the degree of swelling, porosity,
surface morphology, thermal stability, crystallinity and chemical environment (chemical
groups). The cellular viability evaluated under the composites allows suggesting the
biocompability of these. The study of the structural organization during lyophilization,
using the small angle X-ray scattering, and evaluation of internal morphological structure
of the composites under the influence of the composition was performed using X-ray
Tomography. These analyzes showed that the presence of SA in the surface
composition of nanoparticles inserted in composites influenced the agglomeration and
deposition of HAP nanometric in the polymer structure, determining the structural
characteristics of these composites.

KEY WORDS: Scaffolds, surface modifier, hydroxyapatite, bioactive composites
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INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1. Considerac¢des iniciais

Tratar lesGes oriundas de desordens, defeitos e doenca em tecidos vivos tornou-
se uma probleméatica em salde devido ao tardio processo de cicatrizacdo natural destes
tecidos, aliados a uma limitada aceitacdo e compatibilidade do organismo com enxertos
(BABAEI, JAHANSHAHI, et al.,, 2013; CAIl, TONG, et al.,, 2009). A reposicdo €&
usualmente feita pela implantagcdo temporaria ou permanente destes, cuja finalidade
esta na reabilitacao das fun¢des do tecido.

Entretanto, a utilizacdo de tais materiais, sejam quais forem suas origens, podem
ocasionar certos riscos a saude do individuo, além de onerar gastos ao sistema publico
de saude. A reposicao do tecido 6sseo iniciada na década de 70 no Brasil (UNIOSS,
2015), por exemplo, s6 em 2007 apresentou gastos de R$ 575 milhdes sendo que R$
146 milhdes foram voltados para proteses e érteses ortopédicas, segundo o relatério de
Materiais Avancados 2010-2022 do CGEE (Centro de Gestao em Estudos Estratégicos
do Ministério de Ciéncia e Tecnologia do Brasil) (CGEE, 2010). Ademais, a substituicdo
por certos enxertos apresenta como limitante os materiais atualmente utilizados, os
quais podem causar necrose de tecidos adjacentes devido a liberacdo de ions
metalicos, bem como a baixa disponibilidade do tecido em bancos de doadores de 6rgao
(ARIFIN, SULONG, et al., 2014).

Como estratégia aos tratamentos tradicionais e, vislumbrando a inser¢do de
novos materiais no mercado biomédico, o desenvolvimento de biomateriais tem sido
requerido. Os biomateriais, 0s quais sdo utilizados em substituicdo ou reparo de
estruturas teciduais naturais que sofreram algum tipo de dano, apresentam um conjunto
de propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas que permitem que uma funcdo desejada
seja desempenhada, além de estimular uma resposta adequada aos tecidos vivos
(ARIFIN, SULONG, et al., 2014). Em ambientes fisiol0gicos, estas respostas induzem a

uma interacdo tecidual: sendo bioinertes, biotoleraveis e bioativos (GUASTALDI,
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APARECIDA, 2010). Os materiais bioativos, tais como bioceramica e compdsitos, sdo
capazes de interagir com o tecido vivo sem formar tecido fibroso (GUASTALDI,
APARECIDA, 2010; KUMAR, GIRIJA, et al., 2010).

Diversos materiais de reconstituicdo ja estao disponiveis no mercado, sendo a
maioria deles baseada em matrizes poliméricas, compostos cimenticios ou Orteses
metalicas. A exemplo de materiais no mercado, os produtos Osteosynt® (Figura l.1) sdo
confeccionados com uma mistura de duas bioceramicas nano-estruturadas, a
hidroxiapatita e o fosfato de tricalcio do tipo B, tendo como principais diferenciais uma
matriz para adeséo e diferenciacao celular, ser um potencial veiculo condutor e liberador

de farmacos ou substéncias ativas, além de ser biocompativel.

Figura 1.1. Bioceramica OSTEOSYNT e suas diferentes apresentacdes. (Fonte:

EincoBio. Disponivel em: <http://www.eincobio.com.br/2011/port/index/index.php>)

Os compositos bioativos podem ser também uma alternativa viavel pois
possibilitam niveis minimos de ndo aceitacdo e maximiza a capacidade osteogénica in
vivo (CAI, TONG, et al., 2009; UEBERSAX, APFEL, et al., 2013). O tecido 6sseo natural
€ considerado um compdésito devido a caracteristica de sua estrutura formada por uma
matriz organica e outra inorganica organizadas hierarquicamente (ARMENTANO,
DOTTORI, et al., 2010; BABAEI, JAHANSHAHI, et al., 2013). Compdsitos constituidos

de bioceramica, tais como hidroxiapatita, € um sistema polimérico possibilita que o
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tecido lesionado se recupere através da interacdo quimicas entre estes e o tecido. A
hidroxiapatita € o maior componente inorganico do tecido 6sseo natural, fazendo desta
bioceramica a mais utilizada e estudada no campo biomédico (PIGHINELLI,
KUCHARSKA, 2013; BABAEI, JAHANSHAHI, et al., 2013). Quando associada a outros
sistemas, como polimeros, as propriedades dos compdsitos tornam-se melhoradas
(ARMENTANO, DOTTORI, et al., 2010).

Dentre inUmeros polimeros, os de estrutura semelhante a celulose e ao colageno
sdo os mais utilizados com finalidades biomédicas, devido a suas caracteristicas
quimicas e estruturais, como a quitosana. Propriedades como facilidade de regeneracao
do tecido, biocompatibilidade, biodegradabilidade, atoxicidade, maleabilidade de formas
de compactacéo, liberacdo controlada de substancias, combate a biofilmes bacterianos
sdo algumas das caracteristicas exibidas pela quitosana (ARMENTANO, DOTTORI, et
al., 2010; BABAEI, JAHANSHAHI, et al., 2013).

A unido das propriedades destes materiais, hidroxiapatita e quitosana, tem
instigado iniUmeras pesquisas no campo biomédico. Tais trabalhos visam a confecgéo
de estruturas de composicao biologicamente aceitaveis e que apresentem propriedades
semelhantes com o tecido 6sseo (ARMENTANO, DOTTORI, et al., 2010; BAREIRO,
SANTOS, 2014). Altera¢Bes na composi¢do de compdsitos de hidroxiapatita—quitosana
podera induzir uma melhora na compatibilidade biolégica, podendo impulsionar
interagBes entre o biomaterial e as células do tecido (GAO, ZHUANG, et al., 2014;
THEIN-HAN, MISRA, 2009).

AlteragBes de superficie do biomaterial podem promover um melhoramento nas
propriedades dos compoésitos. Compdsitos de carga inorganica dispersos sobre
polimeros tendem a se aglomerar devido a inUmeros razdes, provocando a segregacao
de fases, e consequentemente, a perda de desempenho (KANGO, KALIA, et al., 2013;
ZHOU, LEE, 2011; FERESHTEH, MALLAKPOUR, et al., 2015). Modificar a superficie
da biocerdmica mostra-se como perspectiva viavel, ja que estas sdo bastante reativas
e estabelecem ligagBes quimicas através de grupos ionizaveis em sua superficie
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(OTHMANI, AISSA, et al., 2013; FERESHTEH, MALLAKPOUR, et al., 2015; BARABAS,
CZIKO, et al., 2013).

O processo de modificacdo pode ser realizado de diversas formas e utilizando
diversos agentes de modificagdo. A exemplo, 0 &cido estearico, 4cido graxo saturado
encontrado no organismo, permite induzir melhorias na interacdo com outras
substancias, tais como bioceramicas e metais (LI, WENG, 2008; NUNES, VALERIO, et
al., 2011; ZHANG, LI, et al., 2012). Em vista disto, propor modificagbes na superficie da
biocerdmica com o acido esteéarico para melhorar a interagéo interfacial com o polimero
mostra-se adequado com o intuito de desenvolver estruturas de excelente

compatibilidade biolégica.

1.2. Objetivos
1.2.1 Geral
e Avaliar a estruturacdo de arcaboucos porosos tridimensionais de compaésitos de
base ceramica contendo polimeros sob a influéncia da composi¢cdo nas
caracteristicas fisicas, quimicas, estruturais, morfologicas e biolégicas para a

possivel utilizagdo em reparacado de tecido 6sseo.

1.2.2. Especificos
e Sintetizar hidroxiapatita (HAP) através do método de precipitacdo por via imida;
e Modificar a superficie da HAP com duas concentragbes de AE através da
metodologia de refluxo;
e Avaliar a formacéo e modificacdo da superficie da HAP nas caracteristicas de
tamanho, termogravimétricas, cristalograficas e morfologia;
e Comprovar os GD das diferentes quitosanas;
e Produzir compositos de HAP-quitosana (QUI) incorporando hidroxietilcelulose

usando a liofilizacdo como método de obtencdo de arcaboucos tridimensionais;
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Verificar a influéncia da composi¢éao dos arcaboucos no grau de intumescimento,
porosidade, da morfologia de superficie, da estabilidade térmica, da
cristalinidade e do ambiente quimico (grupos quimicos).

Estudar a estrutura interna e morfolégica dos compoésitos sob influéncia da
composicao foi realizada através da tomografia de raios X;

Observar a organizagao estrutural durante a liofilizagédo usando o espalhamento
de raios X a baixos angulos;

Avaliar a viabilidade celular dos compésitos em cultura celular.
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Il. REVISAO DA LITERATURA

I.1. TECIDO OSSEO

Exercendo fungbes importantes para o organismo humano, tais como a
reposicao eletrolitica de ions, a sustentacdo e locomocéao do esqueleto (PACUREANU,
2013), o tecido 6sseo é uma das estruturas de tecido biolégico mais complexa e suas
propriedades estdo extremamente associadas a composi¢do e organizagdo em seus
variaveis niveis hierarquicos (PRZEKORA, PALKA, et al., 2014).

Estruturalmente, o tecido 6sseo pode ser subdividido em uma série de
subcamadas: macroscopica, com a distincdo de tecido cortical e trabecular;
microscépica, com o0s 6steons, lamelas e canais de Haverns; e nanométrica, com
cristais de hidroxiapatita e fibras de colageno mineralizadas (FU, SAIZ, et al., 2013;
PACUREANU, 2013). A Figura II.1 abaixo ilustra a divisdo de escalas encontradas nos

niveis hierarquicos do 0sso, a exemplo da porc¢ao distal do fémur.

Molécula de
coldgeno

Osso esponjoso

Fibra de (F:I:;,{éllae:z
Lamela Colageno g
Osso cortical \ -
x Canal AN Cristais de osso
Osteons 4o N
Havers
'/-.'
~ / H
/ 0S5um Vi
(g 2
Macroestrutura H Nanoestrutura I nm
10-500 pm

3-7Tpm

Microestrutura
Sub-nanoestrutura

Sub-microestrutura

Figurall.1. Divisao das escalas estruturais do tecido 6sseo. (Fonte: Adaptado de ZHOU,

LEE, 2011)
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Com uma micro e nanoestrutura complexa e de dificil reproducdo, o 0sso é
constituido, essencialmente, de 9% de agua, 21% de colageno (matriz organica), 69%
de fosfatos de calcio (majoritariamente a hidroxiapatita) e 1% de outros elementos, em
funcdo da massa (PACUREANU, 2013; PIGHINELLI, KUCHARSKA, 2013). Quando
seco, este conjunto perfaz 95% do massa do osso (WEGST, BAI, et al.,, 2015). O
complexo de microestruturas, as quais ordenam-se em um arranjo estrutural Unico,
atestam as caracteristicas deste tecido, e promove a execucao de suas funcdes
essenciais ao organismo (PIGHINELLI, KUCHARSKA, 2013). Sao elas: eletrdlitos, tais
como ions de célcio, magnésio, fosfatos; células, como ostedcitos, osteoblastos e
osteoclastos; proteinas, como colageno, acido hialurénico e glicoproteinas; elementos
vasculares; lipideos; agua; e nanoestruturas, como a hidroxiapatita (TANEJA, PAREEK,
et al., 2012; FU, SAIZ, et al., 2013; FLOREZ, TUNON, et al., 2015).

A organizacgdo e interacdo de seus constituintes dao origem a duas subestruturas
matriciais: matriz organica e matriz inorganica (WANG, STRECKER, et al., 2015; FU,
SAlZ, et al., 2013). Tal arranjo caracteriza o tecido como compdsito natural, no qual 0s
0ssos e dentes in natura sdo formadas por pequenos cristais de apatita entrelacadas
em fibras de colagenos (WEGST, BAI, et al., 2015; ZHOU, LEE, 2011; PRZEKORA,
PALKA, et al, 2014; TANEJA, PAREEK, et al., 2012). Estas combina¢fes dos
nanocristais de apatita (placas de tamanho 25 x 50 nm, 1,5-4 nm de espessura) e 0
colageno do tipo | (medindo aproximadamente 300 x 1,5 nm) sdo responsaveis pelas
caracteristicas finais do tecido 6sseo, como exemplo, a resisténcia mecéanica (TANEJA,
PAREEK, et al., 2012; FLOREZ, TUNON, et al., 2015; PACUREANU, 2013; WEGST,
BAI, et al., 2015).

Sob o aspecto macroscépico, o tecido 6sseo é formado por dois tipos de tecido,
com organizacgOes diferentes, constituidos de lamelas organizadas diferenciadamente
para exercer suas funcionalidades (REZNIKOV, CHASE, et al., 2015): sec0es
compactas, ou corticais; e esponjosas, ou trabeculares (Figura 11.2) (PACUREANU,
2013; FU, SAIZ, et al., 2013). A propor¢ao entre estes sub-tecidos é variavel ao longo
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do esqueleto; na coluna vertebral, por exemplo, predomina o tecido esponjoso. A forma
compacta do 0sso é quase um bloco denso, envolta do periésteo (PACUREANU, 2013),
com espacos apenas para ostedcitos, canaliculos e vasos sanguineos e pelo sistema
nervoso periférico, formando uma matriz organizada em forma de lamelas concéntricas
fortemente ligadas entre si de tal forma a eliminar espacos inter-laminulares, o que
confere ao 0sso rigidez e resisténcia (RHO, KUHN-SPEARING, et al., 1998; OJANEN,
ISAKSSON, et al., 2015; REZNIKOV, CHASE, et al., 2015). Dada esta caracteristica,
este tecido é rigido e resistente. Ele é responsavel por 85% da massa esquelética, e
esta presente nas extremidades dos 0ssos longos e nos revestimentos de todos os

0sso0s do organismo.

Osso compacto e esponjoso

Lacuna contendo ostedcitos

Trabéculas

’

Havers P

Sistema de A g Canal de Havers
Peridosteo

S Canal de Volkmann

Figura 11.2. Tecido 6sseo e sua organizacdo estrutural e hierarquica. (Fonte:

InforEscola. Disponivel em: <www.infoescola.com>)

Em contraste, 0 0sso esponjoso € 50-90% poroso, fazendo-o ter elasticidade e
forca compressiva quase 10 vezes menor do que a do osso cortical (RHO, KUHN-
SPEARING, et al., 1998). O osso esponjoso corresponde a 15% da massa 6ssea,
recoberta por uma membrana chamada de endodsteo o qual contem osteoclatos e

osteoblatos responsaveis pela reabsorcdo 6ssea (PACUREANU, 2013; REZNIKOV,
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CHASE, et al., 2015), e é encontrado nos corpos vertebrais, nas epifises dos 0ssos
longos e nos 0ssos chatos. O nome refere-se a lamelas espagadas, de formato irregular
e porosidade variada, e unidas por juncdes trabeculares (IRASTORZA, CARLEVARO,
et al.,, 2013; REZNIKOV, CHASE, et al., 2015). Este conjunto de tecidos e elementos
substanciais (células, matrizes extracelulares e os ions) confere ao 0sso a resisténcia
mecéanica suficiente para exercer atividades de sustentacdo e locomocdo do corpo
humano (FLOREZ, TUNON, et al., 2015; IRASTORZA, CARLEVARO, et al., 2013;
OJANEN, ISAKSSON, et al., 2015; PACUREANU, 2013).

Altamente dindmico e vascularizado, o tecido continua a se remodelar ao longo
da vida de um individuo, auto reorganizando, destruindo-se e construindo-se quando
necessario em intervalos de 3 a 4 meses, ou quando h& perdas de pequenos volumes
0sseos (TANEJA, PAREEK, et al., 2012).

Dentre todos os tecidos do corpo humano, o0 6sseo € o mais transplantado em
todo mundo (TANEJA, PAREEK, et al., 2012; FU, SAIZ, et al., 2013). Na pratica clinica,
0S provaveis substitutos ésseos podem ser enxertos autdégenos, de origem humana de
outro individuo sadio; auto enxertos, do mesmo individuo e de locais sadios; e 0s
aloenxertos, de espécie diferente. Todas estas possibilidades oferecem limitacdes
devido a inUmeras desvantagens, como a probabilidade de contaminacao e infeccoes,
além da baixa disponibilidade (TANEJA, PAREEK, et al., 2012; SAIZ, ZIMMERMANN,
et al., 2013; FU, SAIZ, et al., 2013; BABAEI, JAHANSHAHI, et al., 2013; IRASTORZA,

CARLEVARO, et al., 2013).

I.2. ARCABOUCOS 3D: BIOMATERIAIS PARA REPAROS NO TECIDO

OSSEO

Motivados pela grande demanda de transplantes de enxertos 0sseos, pela
descoberta de novos materiais e pelas notaveis propriedades dos materiais de origem
natural e sintética, o desenvolvimento de biomateriais com composicdo e estrutura
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semelhante aos tecidos biolégicos tem instigado altos investimentos tecnolégicos (FU,
SAIZ, et al., 2013). A fim de promover a formacdo de novos produtos com aplicabilidade
na reconstituicdo e reparo de tecidos lesionados, a engenharia biomédica tem centrado
esforgcos na estruturacdo de biomateriais focando na aproximacdo sistemética da
complexidade estrutural destes tecidos, e como as intera¢des que ocorrem nos sistemas
biolégicos, podem ser reproduzidas (BABAEI, JAHANSHAHI, et al., 2013; FU, SAIZ, et
al., 2013; THEIN-HAN, MISRA, 2009).

Os biomateriais séo utilizados em substituicdo ou reparo de estruturas teciduais
naturais as quais sofreram algum dano. O conjunto de propriedades fisicas, quimicas e
biologicas destes permite que uma funcdo desejada seja desempenhada, além de
estimular uma resposta adequada aos tecidos vivos (MOHAMED, EL-RASHIDY, et al.,
2011).

A indugcdo de uma resposta tecidual apdés contato com fluidos corpéreos
circundantes e tecido natural classificam os biomateriais em: bioinertes, biotoleraveis e
bioativos (GUASTALDI, APARECIDA, 2010). Os materiais bioinertes e biotoleraveis
promovem uma encapsulacdo do implante por uma camada de tecido fibroso ndo
aderente, tornando-os menos requisitados na escolha do implante ideal. J& os bioativos
sdo capazes de interagir sem a intervencdo de tecido fibroso, como ocorre com
compositos de fosfato de calcio e polimero, os quais tem recebido especial atencdo
particularmente para reparos no tecido 0sseo, sejam de substituicdo, revestimento ou
suporte para crescimento celular (PIGHINELLI, KUCHARSKA, 2013; TANEJA,
PAREEK, et al., 2012; KUMAR, GIRIJA, et al., 2010).

O biomaterial ideal para reparac@o 0ssea deve possuir certos atributos, devendo
ser essencialmente biocompativel, reabsorvivel, bioativo, osteogénico e ndo toxico.
Aliado a estas propriedades, o material devera desempenhar funcdes similares ao
tecido, bem como habilidades de ancorar células, promover a neovascularizagao,
combinar sua composi¢do, permitir sua auto reabsorcdo, ndo formar subprodutos
toxicos ou irritantes ao tecido, assentir a interagdo com o tecido vivo, ser adaptavel ao
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tecido, ser osteocondutivo, promover a fixacdo de células, e possuir boas propriedades
mecanicas (SAlIZ, ZIMMERMANN, et al., 2013; FU, SAIZ, et al., 2013). As estruturas
porosas tridimensionais conseguem executar tais requisitos atendendo as exigéncias
do tecido lesionado (FU, SAIZ, et al., 2013).

Estruturas tridimensionais, com alta porosidade, que possam prover suporte ao
crescimento celular bem como carrear substancias ativas que auxiliem a regeneracao
do tecido ou que combatem processos infecciosos ocasionados pela lesdo tem sido
elaborada nos ultimos anos. A estas estruturas da-se o nome de arcabougos 3D
(tridimensionais) (SAIZ, ZIMMERMANN, et al., 2013).

Estes arcaboucos, além de apresentar a funcdo de comportar células, eles
devem ser projetados para aumentar a adesao e proliferacéo celular sobre a superficie
(HOFMANN, HILBE, et al., 2013). A alta porosidade usualmente significa alta razdo
entre area e volume de superficie, 0 que favorece o processo de adesdo celular,
responsavel pela regeneracéo tecidual (JIN, KIM, et al., 2012; STILLER, RACK, et al.,
2009; THEIN-HAN, MISRA, 2009). Apesar do aumento da porosidade diminuir a
resisténcia mecéanica do material isoladamente, a existéncia de poros com dimensbes
adequadas pode favorecer o crescimento de tecido através deles, fazendo com que
ocorra um forte entrelacamento do tecido com o implante, aumentando, por conseguinte,
a resisténcia do material in vivo (UEBERSAX, APFEL, et al., 2013; REZNIKOV, CHASE,
et al., 2015).

A estrutura micrométrica dos arcaboucos é dependente da metodologia
empregada para sua obtencdo. FU, SAIZ, et al., (2013) em seu trabalho conseguiram
compilar e classificar a microestrutura de arcaboucos caracterizando-os de acordo com

a porosidade apresentadas por estes, detalhada na Tabela Il.1.
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Tabela Il.1. Estruturas micrométricas de arcabouc¢os e suas caracteristicas definidas por

FU, SAIZ, et al., (2013).

Classificacao Ordenamento Dimensao Porosidade  Métodos de processamento
Isotrépico Poros irregulares, de 10-800 um 24-96% Processos sol-gel, replicacéo
aparéncia esférica, de polimeros e o processo
interligados e foam-mat

Anisotrépico

Periédico

aleatérios em todas
as dimensodes
Poros orientados 10-40 um 20-70% Extruséo, filamento de
enrolamento, deposi¢ao
eletroforética, replicacdo, e o

congelamento de suspensfes

Porosidade 100-500 pm 40-70% Prototipagem rapida ou de
periédica, morfologia forma livre em base sélida
variavel

A Figura Il.3 ilustra as trés diferentes classifica¢cdes de estrutura micrométrica de

acordo com FU, SAIZ, et al., (2013): isotropico, anisotrépico e periédico.
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FIGURA 11.3. Imagens representativas de arcaboucos 3D formados por diferentes

técnicas: (a) Isotropia; (b) Anisotropia, e (¢) Periodicidade. (Fonte: FU, SAIZ, et al., 2013)

O processo de congelamento de suspensdes seguido da secagem por
liofilizacdo é uma das diversas técnicas utilizadas na confecgdo de estruturas 3D. Esta
técnica consiste em congelar a amostra e submeté-la a variagdes de pressao mantendo
em temperaturas baixas: principio fisico da sublimacdo. Ela permite a obtencédo de
materiais porosos de elevada area superficial e grau de porosidade variavel, o que
corrobora para alteragbes em suas propriedades, principalmente as mecéanicas e de
absorc¢éo de fluidos (intumescimento) (CAI, TONG, et al., 2009; HOFMANN, HILBE, et
al., 2013).

Os arcaboucos produzidos pela liofilizacdo caracterizam-se por serem
anisotropicos. Porém, dentre as técnicas anisotropias, esta propicia o controle do
tamanho do poro bem como do grau de porosidade. O processo de congelamento com
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solidificacdo unidirecional promove a formacdo de cristais de gelo homogéneos,
permitindo que agregados poliméricos dispersos permanegam ao redor dos canais
cristalizados. A organizacédo estrutural do canal aquoso congelado deve-se a variacdes
de concentragdo de soluto e de parametros como temperatura e velocidade de
congelamento. O resultado é a formacdo de canais homogéneos e de estrutura
indefinivel, causada pela anisotropia na formacao dos cristais de gelo (SCHOOF, APEL,

et al., 2001).

Na deposicéo eletroforética, também uma técnica anisotrépica, a formagéo de
estruturas atraentes a partir de misturas de ceramicas devido ao seu sistema simples
pode ser formada. A liberagé@o de gases (Hz e O2) na deposicao eletroforética em meio
aquoso induzem a formago de defeitos (poros e vazios) no arcabouco. E um processo
que resulta no fabrico de cerdmicas com poros continuos e alinhados
unidirecionalmente, ndo conduzindo danos ao ambiente (NAKAHIRA, NISHIMURA,
2003). O dimensionamento dos canais poros da-se pela insercdo os parametros
ajustaveis ao projeto e pode ser conseguido através da impressao tridimensional. As
impressdes de objetos tridimensionais sédo conduzidas pela deposigdo em camadas do
material utilizado por meio de deposicdo de um agente aglutinante, permitindo o ajuste
das caracteristicas desejadas ao produto final pelo delineamento da estrutura. (FU,
SCHLIER, et al., 2013). Diferentes “biotemplates” tem sido proposto para a conducgéo
de organizacdo de estruturas tridimensionais utilizando diferentes rotas de
processamento baseados na infiltracdo de suspensdes de baixa viscosidade. A inducéo
de ar resulta na queima do molde de biocarbono, e assim, a estrutura porosa €&
consolidada (RAMBO, SIEBER, 2005). Todas estas metodologias proporcionam a
fabricagdo de estruturas tridimensionais com controle de tamanhos de poros, mas
requerem gastos com maquinarios sofisticados para obtencéo destas. Deste modo, o

congelamento de suspensdes seguido de liofilizacdo apresenta-se mais vantajoso.
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Quando o controle do processo, como velocidade de congelamento, temperatura
de congelamento, tipo de solvente, concentracao de particulas e variacdo da pressao,
€ executado, estruturas de tamanho de poros e porosidade definidos sdo obtidos (FU,
SAIZ, et al., 2013). Estudar, avaliar e observar como ocorre tais processos € importante
para o campo biomédico (BANDYOPADHYAY, MALWELA, et al., 2012).

A mimetizacao estrutural recorre ndo somente ao desempenho de propriedades
de um material, mas também de sua micro e macroestrutura aliado a sua composigao.
A escolha do material ideal para reposicdo do tecido lesionado dependera das
caracteristicas e propriedades requeridas para restabelecimento da sua funcédo
(HOFMANN, HILBE, et al., 2013). Biomateriais do tipo compd@sito pode adequar-se a
esta problematica e reparar o dano tecidual (WEGST, BAI, et al., 2015; ZHOU, LEE,
2011; PRZEKORA, PALKA, et al., 2014; TANEJA, PAREEK, et al., 2012). Deste modo,
compdsitos sintéticos confeccionados para tal finalidade devem induzir uma resposta a
reconstrucéo do tecido com boa compatibilidade (ZHANG, LIU, et al., 2012).

Diversos materiais séo utilizados na confec¢édo de arcabougos 3D, dentre eles
os polimeros, os quais sao facilmente moldaveis a formas variaveis. A utilizacdo de
polimeros na formacao de arcabouc¢os 3D vem sendo aplicada na regeneracao de 0Ssos

ou na confeccao de suportes devido a flexibilidade polimérica.

[.3. POLIMEROS NA CONSTRUCAO DE COMPOSITOS

A quitosana (Figura Il.4) € um polissacarideo constituido de subunidades
poliméricas de D-glucosamina e N-acetil-D-glucosamina unidas por ligagbes o-
glicosidicas formando, assim, um copolimero catiénico linear (PILLAI, PAUL, et al.,
2009; LIU, CHEN, et al., 2014). Ela é obtida a partir da hidrélise quimica da quitina sob
tratamentos dlcalis severos em altas temperaturas ou por reacdes de hidrélise
enzimatica na presenca de enzimas como a deacetilase de quitina (CROISIER,
JEROME, 2013; BEIL, SCHAMBERGER, et al., 2012). A proporcao destas unidades
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poliméricas é dependente da eficicia do tratamento, e pode originar uma diversidade

de quitosanas.

NH

Figura 11.4. Representacao esquematica da estrutura quimica da quitosana. (Fonte:

CROISIER, JEROME, 2013)

A quitosana possui uma configuragdo quimica semelhante ao colageno (maior
constituinte da fase organica do osso) (BARABAS, CZIKO, et al., 2013). Suas
propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade, prevencdo de biofilmes
bacterianos, bioadesividade estimulada por fluidos organicos contendo mucina,
capacidade de estimular a migracao e proliferacdo celular, além de favorecer a
reorganizacdo da arquitetura histologica da célula, faz deste polimero um excelente
material a ser utilizado em diversos campos biomédicos (JIN, KIM, et al., 2012; LIU,
CHEN, et al., 2014; ZHANG, LIU, et al., 2012; MIRONENKO, MODIN, et al., 2014).

A quitosana tem importancia econdmica e ambiental, uma vez que sua matéria-
prima (quitina) é derivada de residuos abundantes e rejeitada pela industria pesqueira
(MOHAMED, EL-RASHIDY, et al.,, 2011; PIGHINELLI, KUCHARSKA, 2013). Este
polimero catiénico € insolivel em meio aquoso, mas soluvel em solucdes acidas diluidas
(PILLAI, PAUL, et al., 2009; JANEGITZ, LOURENCAO, et al., 2007; LIU, CHEN, et al.,
2014). Entretanto, por se tratar de um polimero, alguns problemas tornam seu manuseio
e utilizacdo um pouco complicadas, tais como a forma fisica, a resisténcia mecéanica, a

degradacgdo do material no organismo, o tempo de permanéncia sob o tecido.
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A utilizacdo da quitosana dificulta o surgimento e proliferacao bacteriana ja que
uma de suas propriedades € a destruicdo dos micro-organismos pela imobilizacdo ou
fixacdo, evitando que estes se adiram a superficie do tecido (BHARDWAJ, KUNDU,
2011).

A semelhanca entre a estrutura quimica da quitosana com o acido hialurdnico
reforca 0 seu uso como agente reparador e cicatrizador, pois a quitosana aumenta a
atividade de células inflamatorias, promovendo organizacgao celular e reparando amplas
feridas (LEWANDOWSKA, SIONKOWSKA, et al., 2015).

Devido a sua configuracdo quimica, a quitosana € rigida e pode ser preparada
sob forma de filmes. Os filmes deste polimero sdo capazes de apresentar
permeabilidade a gases, controlada perda de dgua e exsudatos (PENG, LI, 2014). Sua
aplicacdo para a regeneracdo Ossea tem sido comprovada por estudos em cultura
celular, na qual a quitosana atua na reparacgéo tecidual auxiliando na funcéo de fatores
de crescimento e na atividade celular dos osteoblastos, fazendo dela um bom candidato
a engenharia de tecidos (ZHANG, LIU, et al., 2012; ZHANG, DAI, et al., 2012; THEIN-
HAN, MISRA, 2009; PIGHINELLI, KUCHARSKA, 2013; PETER, GANESH, et al., 2010;
WILSON JR., HULL, 2008).

Quando reticulada ou associada a outros sistemas, como as bioceramicas, 0s
filmes de quitosana podem melhorar suas propriedades mecéanicas, como resisténcia a
tracdo e resisténcia elastica, e a0 mesmo tempo servir como veiculo de liberagéo de
farmacos e substancias ativas (SALCEDO, AGUZZI, et al., 2012; PIGHINELLI,
KUCHARSKA, 2013; TANEJA, PAREEK, et al., 2012). Estes compositos (bioceramica-
polimero) reduzem a possibilidade de ndo aceitacdo, pois esta combinagdo tem
mostrado uma maximizacdo da capacidade osteogénica in vivo, permitindo o
crescimento interno no compdsito com a reabsor¢éo acelerada da matriz (PIGHINELLI,
KUCHARSKA, 2013).

A quitosana é hidrofilica, mas intumesce aumentando o seu volume que se torna
flexivel e elastico, mantendo sua forma, até alcancar um balango fisico-quimico. S&o
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chamados de hidrogéis e estruturas advindas deste material sdo afetadas pelo teor de
agua no estado de equilibrio durante o intumescimento. Os hidrogéis podem ser
preparados com materiais de diversas origens. As principais propriedades que sao
influenciadas pelo grau de intumescimento s&o: permeabilidade, propriedades
mecanicas, propriedades de superficie e biocompatibilidade. Propriedades fisicas
baseada no teor de agua, consisténcia flexivel e rugosa tém grande importancia deste
polimero no uso como biomateriais (SWARBRICK, 2007; BARDAJEEA, POURJAVADI,
et al., 2011; ROWE, SHESKEY, et al., 2009; CROISIER, JEROME, 2013).

A capacidade da quitosana de dispersar e sustentar particulas é dependente de
sua arquitetura tridimensional e hidrofilia ao formar hidrogéis apds o intumescimento, e
apresenta-se limitada. Agentes espessantes ou de viscosidade, como a
hidroxietilcelulose (HEC) (Figura I1.5), podem promover uma boa dispersdo e
sustentacdo de cargas em hidrogéis de quitosana. E um material atéxico e nao irritante
usado em preparacfes farmacéuticas, cuja viscosidade € dependente de sua cadeia

polimérica e substituicdes (ROWE, SHESKEY, et al., 2009).
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Figura I.5. Representacdo esquematica da estrutura quimica do hidroxietilcelulose.

(Adaptado de VILELA, 2010)

A HEC é um polimero ndo idnico solivel em &gua derivado da celulose,
substituida por poli (hidroxietil) éter de celulose. Ela pode ser encontrada em diferentes

classes tendo como pontos variantes a viscosidade aparente e o grau de substituicdo
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da cadeia de celulose. Mas também por suas atividades, que podem ser descritas como
agentes de revestimento, de suspenséo, espessante e de viscosidade. Solu¢cdes podem
ser submetidas a ciclos gelo-degelo, a altas temperaturas, sem ocorrer precipitacao ou
gelificagdo. Este polimero tem uso amplo, devido a suas caracteristicas, mas € mais
usado em formulacBes farmacéuticas topicas e oftalmicas. E um material ndo téxico e
nao irritante. Estudos de toxicidade oral aguda e subaguda em ratos tém mostrado
efeitos ndo toxicos atribuidos ao consumo da HEC, sendo nem absorvidos nem
hidrolisados no trato gastrointestinal de ratos. Contudo, embora o uso em formulag¢des
farmacéuticas orais, a HEC ndo tem sido aprovada para uso direto em alimentos
(ROWE, SHESKEY, et al., 2009).

Porém, sua baixa resisténcia mecéanica os impede de serem utilizados
isoladamente, o que usualmente vem associados a incorporacdo de outros materiais
gque confiram a estrutura aporte mecanico ideal ao desempenho pretendido (FU, SAIZ,
et al., 2013; CROISIER, JEROME, 2013, FANG, FENG, 2014). Um destes materiais é
a hidroxiapatita, cuja interagdo quimica com o polimero pode melhorar as propriedades

do arcabouco (FU, SAIZ, et al., 2013; HE, CHANG, et al., 2012; JIN, KIM, et al., 2012).

II.4. BIOCERAMICA

Biomateriais ceramicos derivados de fosfatos de calcio, tais como hidroxiapatita,
sao utilizados como um dos principais componentes inorganicos no revestimento de
implantes metalicos e na producao de estruturas ésseas sintéticas (VICTOR, SHARMA,
et al.,, 2011; SON, APPLEFORD, et al., 2011). Apresentam propriedades de interesse
biol6gico (biocompatibilidade e bioatividade), além da similaridade ao maior
componente inorganico do tecido 60sseo natural (hidroxiapatita), fazendo destas
bioceramicas um dos biomateriais inorganicos mais utilizados no campo médico
(WANG, XU, et al., 2012; GINEBRA, CANAL, et al., 2012; KUMAR, SRINIVASAN, et al.,
2011).
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Estas sdo utilizadas, em geral, na medicina clinica e cirtrgica devido a suas

interacbes com tecidos humanos (SON, APPLEFORD, et al., 2011; VICTOR, SHARMA,

et al., 2011). A producdo e comercializacdo de ceramicas com formas, composicao e

caracteristicas fisico-quimicas diferentes dependem do processo de obtencao

(GINEBRA, CANAL, et al., 2012). A razdo molar entre os 4&tomos de célcio e fosforo

(razdo Ca/P), a qual pode variar em uma escala de 0,5 a 2,0, consiste em uma das

formas de classificar os fosfatos de célcio, como descrita na Tabela 1.2 abaixo (PARK,

LEE, et al., 2012).

Tabela II.2. Tipos de fosfato de célcio e suas razbes Ca/P.

Razéo
Nome da bioceramica Férmula quimica Referéncia
Ca/P
Fosfato monoclélcico Ca(H2P0.)2.H20 0,5 GUASTALDI,
mono-hidratado APARECIDA, 2010
Monohidrogénio fosfato | CaHPO, 1,0 LIMA, 2010
de calcio
Fosfato tricalcio (a,p,y) Caz(P0O.). 15 CHEN, CHEN, et al.,
2009
Hidroxiapatita deficiente | Caiox(HPO4)x(POa4)s. 1,5-1,55 PARK, LEE, et al.,
x(OH)2x
de calcio (0<x<1) 2012
Hidroxiapatita Cai10(PO4)s(OH)2 1,67 CHAVAN, BAHIR, et
al., 2010
Fluorapatita CaioPO4F; 1,67 PEIXOTO, 2011
Fosfato tetracalcio CasO(POu4): 2,0 GUASTALDI,

APARECIDA, 2010
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A hidroxiapatita sintética possui razao molar entre os atomos de célcio e fésforo
consistente com a razao estequiométrica do composto natural (Ca/P = 1,67), e sua
forma e caracteristicas fisico-quimicas sdo dependentes do processo de obtengéo
(GINEBRA, CANAL, et al., 2012). No geral, ela é bioativa, permitindo uma interacdo
entre o material e o tecido, podendo acelerar a formacéo de apatita 6ssea na superficie
do implante; é biocompativel, ndo induzindo a inflamag&o, bem como osteocondutiva,
biofuncional, ndo téxica e ndo alergénica (HE, CHANG, et al., 2012; JIN, KIM, et al.,
2012; XIANMIAO, YUBADO, et al., 2009; KUMAR, SRINIVASAN, et al., 2011), razbes
pelas quais € extensamente utilizada em aplicacdes médicas. Camadas de HAP criadas
na superficie de implantes sao essenciais para que ligacdes quimicas se formem entre
o implante e o tecido, quando em contato com os fluidos envolventes do 0sso
(GINEBRA, CANAL, et al.,, 2012; PIGHINELLI, KUCHARSKA, 2013; SARAVANAN,
NETHALA, et al., 2011).

De férmula quimica Caio(PQO4)s(OH)2 (Figura 11.6), tendo seu nome sugerido em
1912 por sua caracteristica de apatita hidroxilada (ARIFIN, SULONG, et al., 2014), pode
ser obtida pela desidrogenacao do tecido ésseo (VICTOR, SHARMA, et al., 2011;
XIANMIAO, YUBADO, et al., 2009; FANG, FENG, 2014) e por diferentes rotas fisicas e
guimicas de producdo de materiais, tais como precipitacdo de solu¢bes aquosas ou
reacOes de estado solido (PARK, LEE, et al., 2012; ZHOU, LEE, 2011) e tratamento
hidrotérmico (FANG, FENG, 2014; ARIFIN, SULONG, et al., 2014; PATHI, LIN, et al.,

2011).
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Figura I1.6. Representagcdo esquematica da estrutura quimica da hidroxiapatita. (Fonte:
ChemTube3D, 2016, disponivel em: <

http://www.chemtube3d.com/solidstate/SShydroxyapatite.htm>)

Devido a possibilidade da presenca de diversos ions na estrutura cristalina e na
superficie da apatita 6ssea, (Mg?*, Sr?*, Fe?*, Pb?", Na*, K+, CO3%, F, HPO4%, H,POy),
a HAP participa ativamente na troca i6nica com o meio fisiolégico, mantendo a
homeostase natural do organismo. A liberag@o de ions calcio e fosfato, por exemplo,
presentes na HAP, tem efeitos sob a atividade celular éssea e mesenquimal, nas
repostas especificas na remodelacdo 6ssea (GINEBRA, CANAL, et al., 2012).

Diversas aplicagcbes médicas sdo reportadas na literatura para o uso da HAP:
revestimento de proteses metdlicas (VICTOR, SHARMA, et al., 2011), liberacdo
controlada de substancias ativas (WANG, XU, et al., 2012), suporte para regeneracao
guiada (JIN, KIM, et al., 2012), preenchimento dental (KUMAR, SRINIVASAN, et al.,
2011), favorecimento de adeséo e crescimento celular (SARAVANAN, NETHALA, et al.,
2011), substituto de tecidos duros (ARIFIN, SULONG, et al., 2014), combinagdo com
polimeros na formacao de compositos (SON, APPLEFORD, et al., 2011; FANG, FENG,
2014), tratamento de defeitos e traumas buco-maxilares, e homeostase (GINEBRA,

CANAL, et al., 2012).

42



A presenca de microporos em bioceramicas de HAP é dependente do processo
de preparo e confere a HAP caracteristicas importantes e essenciais a restauracdo, por
exemplo, do tecido 6sseo, pois estes poros tém a funcdo de manter a vascularizacéo
local e de permitir o desenvolvimento de um sistema de vasos capilares intercalado com
a ceramica porosa (JIN, KIM, et al., 2012; SON, APPLEFORD, et al., 2011; PIGHINELLI,
KUCHARSKA, 2013). A alta porosidade proporciona uma maior integracédo do tecido ao
implante (bioatividade) (SON, APPLEFORD, et al., 2011).

Na literatura sdo reportados diversos métodos de sintese sendo os principais:
precipitacao a partir de solu¢des aquosas, reagdes de estado sélido, microemulsées,
método sol-gel e método hidrotermal (ZHOU, LEE, 2011). Sua estrutura cristalina e a
razdo Ca/P tem aproximacdo com a apatita natural e dependem do processo de
obtencdo do biomaterial. Em pH fisiolégico, sdo termodinamicamente estaveis e o
processo de reabsorgdo dos ions de célcio e fosfato depende do perfil de solubilidade
da ceramica, a qual esta inversamente relacionada a razao molar Ca/P, quanto maior
esta, menor a solubilidade (PIGHINELLI, KUCHARSKA, 2013).

Sob altas temperaturas, geralmente acima de 850°C em atmosfera reativa,
sofrem de-hidroxilagéo, o qual consiste na remocgdo de hidroxilas de sua estrutura
(ARIFIN, SULONG, et al., 2014), produzindo outros derivados de fosfato de calcio, tais
como o fosfato tri célcio (TCP). Contudo, a baixas temperaturas, ela pode tornar-se
moldavel e ser injetadas in vivo (GINEBRA, CANAL, et al., 2012).

O método de reacéo e precipitacdo de ions calcio e fosfato a partir de solu¢des
precursoras consistem em um dos métodos mais utilizados devido a simplicidade e pelo
baixo custo. Entretanto, as baixas qualidades na distribuicdo do tamanho e da alta
aglomeracédo das particulas sdo pontos importantes da técnica os quais requerem
atencdo (CENGIZ, GOKCE, et al., 2008), principalmente quando esta ceramica se
encontra em interacdo com outros materiais, como em compdésitos poliméricos em

hidrogéis. Nestes sistemas a interagédo inorganico-organico é estabelecida na interface
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destes e dependem, dentre outros fatores, da polaridade dos constituintes e da

aglomeracéo das patrticulas (LI, WENG, 2008).

II.5. MODIFICAGAO DE SUPERFICIE

Arcaboucos 3D desempenham um importante papel na restauracao da estrutura
do tecido 6sseo. A adequacao da superficie pode, ou néo, favorecer a interacdes entre
o implante e o tecido biolégico e promover a adesdo celular (GAO, ZHUANG, et al.,
2014; THEIN-HAN, MISRA, 2009). Estes arcaboucos formados por compdsitos de base
organica e inorganica séo construidos através da incorporacao de particulas inorganicas
em malhas poliméricas. O desempenho apresentado pelo compdésito seja ele mecanico,
térmico, bioldgico entre diversos outros, € melhorado apds a unido destes materiais para
formacéo do composito (KANGO, KALIA, et al., 2013; FANG, FENG, 2014; XIANMIAO,
YUBADO, et al., 2099).

A interacdo interfacial entre particulas inorganicas e o polimero é um dos
principais fatores que afetam as propriedades dos compodsitos (ARMENTANO,
DOTTORI, et al., 2010; KANGO, KALIA, et al., 2013; FERESHTEH, MALLAKPOUR, et
al., 2015). Um dos fatores que reduzem o desempenho dos compdsitos estd na
formacdo de aglomerados de nanoparticulas apds a sua incorporacdo na dispersao
polimérica. Isto é resultado da elevada area superficial, polaridade de superficie, e
prevaléncia de uma dispersdo insuficiente de nanoparticulas inorganicas na malha
polimérica, 0 que torna quase incompativeis com polimeros (KANGO, KALIA, et al.,
2013; ZHOU, LEE, 2011; FERESHTEH, MALLAKPOUR, et al., 2015). Particulas
nanométricas possuem elevada area superficial, consequentemente, possuem uma
elevada energia livre de superficie (NESAMONY, SINGH, et al., 2012), o que promove
a aglomeracéao.

Um outro empecilho é a dispersdo destas particulas nanométricas na corrente
sanguinea ou subprodutos de sua degradacdo, o que ativa o sistema imunoldgico a
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liberar macrofagos para a sua fagocitacao e eliminacdo. A exemplo, os fosfatos de calcio
iniciam sua degradacdo quimica ap6s incorporacdo no organismo, liberando ions Ca?*
e PO,* para aderir-se ao substrato 6sseo ou partir para circulacdo sanguinea, e
depositar-se em outros 6rgéaos e tecidos (KANGO, KALIA, et al., 2013; LEE, LOO, et al.,
2014).

A superficie da hidroxiapatita é bastante reativa, e os sitios de interacdo Ca?* e
PO.* e de grupos hidroxilas podem promover um maior controle de liberacéo in vivo,
sem alterar a compatibilidade do biomaterial. A adesdo de agentes modificadores na
superficie da HAP é proposta com base nas interacdes entre estes ions e grupos
anibnicos de outras moléculas (OTHMANI, AISSA, et al., 2013; FERESHTEH,
MALLAKPOUR, et al., 2015; BARABAS, CZIKO, et al., 2013).

As hidroxilas podem ser sitios de interagdo através do ancoramento de
moléculas diversas que possam favorecer a desaglomeracao e melhorar a distribuigéo
das particulas na matriz. Este processo ocorre pela inser¢ao de estruturas ou moléculas
a superficie, limitando seu crescimento e promovendo interagdes com compostos de
constituicdo semelhante a esta (BARABAS, CZIKO, et al., 2013).

FERESHTEH, MALLAKPOUR, et al. (2015) propuseram que a adicdo de alguns
aminoacidos a superficie de nanoparticulas de hidroxiapatita fluoretada [FHA:
Cai0(P0O4)6OH..Fy, onde x representa o grau de fluoretacdo] dopada com magnésio
ocorreria pela formacgéo de ligagfes de hidrogénio entre o aminoacido e as hidroxilas
das nanoparticulas. Eles comprovaram, através de seus resultados, que realmente
ocorria a formagéo de ligagdes de hidrogénio favorecidas pelas hidroxilas da apatita e
que estas promoviam uma dispersdo homogénea das nanoparticulas.

Uma forma de contornar tais problemas é tentar modificar a superficie das
nanoparticulas. O aumento da resisténcia interfacial pode ser favorecido pela simples
modificacdo da superficie da carga inorganica (ARMENTANO, DOTTORI, et al., 2010)
e permite moldar as propriedades do biomaterial, obtendo propriedades melhoradas
(SZUBERT, ADAMSKA, et al., 2014).
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Inimeras vantagens sdo atribuidas a nanoparticulas quando ocorre modificacao
de sua superficie. As mais comuns sdo: prevencao do processo de dissolucao a valores
de pH baixos, prevencdo de um possivel processo inflamatério em tecidos vivos,
prevencdo de aglomeragdo, melhoramento da estabilidade coloidal de sistemas que os
contem, aumento da bioatividade, auxilia na biocompatibilidade, na ndo ativacdo do
sistema fagocitario, aumento da permanéncia in vivo, bem como auxilia/melhora/preveni
conjugacdo e/ou formacdo de ligacdes quimicas fortes entre as particulas e outras
matrizes (ZHOU, LEE, 2011; BAREIRO, SANTOS, 2014; KANGO, KALIA, et al., 2013;
LEE, LOO, et al., 2014; FERESHTEH, MALLAKPOUR, et al., 2015; XIANMIAO, YUBAO,
et al.,2009).

Nanoparticulas inorganicas sofrem modificagbes em suas superficies,
geralmente, pela insercdo de moléculas de surfactantes ou outros agentes
modificadores, de acoplamento, acidos graxos, acidos policarboxilados e seus sais, e
etanol, com alta interacdo quimica com a particula e promove uma forte repulsao entre
elas (KANGO, KALIA, et al., 2013; FERESHTEH, MALLAKPOUR, et al., 2015).

A modificacdo da superficie de uma particula esta associada a alteragdo em suas
propriedades fisicas ou quimicas, em geral, propriedades mecanicas. Modificacfes de
particulas de HAP, a exemplo, ocorrem principalmente com a finalidade de aumentar a
estabilidade coloidal, reduzir a absor¢éo de agua e melhorar as propriedades mecanicas
(FANG, FENG, 2014; BAREIRO, SANTOS, 2014).

AlteracBes nas propriedades mecanicas de arcabouc¢os contendo particulas de
HAP foram observadas por FANG, FENG (2014) em seu trabalho. Neste, 0 aumento da
substancia APTES ocasionou aumento significativo da propriedade e da dispersao das
particulas de HAP na matriz de PLLA. BAREIRO, SANTOS (2014) propuseram modificar
a HAP com a adicao de diferentes agentes quimicos (alcool dodecila e silica), e avaliar
a influéncia destes agentes na estabilidade coloidal e na quimica de superficie. Eles
observaram que a estabilidade coloidal estava inteiramente interligada a modificagéo da
superficie, pois a incorporagdo do alcool propiciou uma maior estabilidade em etanol e
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o revestimento de silica, e impediu a dissolucdo completa da cerdmica em ambientes
acidos. Outro trabalho da literatura reporta que a modificacao da superficie da HAP com
silicio em compdsitos, por exemplo, favorece o processo de compatibilidade celular com
um aumento da fixacao de células, da viabilidade e da proliferacdo quando comparados
a matriz pura, ou seja, na auséncia da HAP modificada (THEIN-HAN, SHAH, et al.,
2009).

A modificagdo pode ocorrer através de diferentes processos, entre bioldgicos,
fisicos, quimicos e até mecanicos: enxertia de polimeros, por tratamentos quimicos,
adsorcao de dispersantes, imobilizacao fisica e quimica por proteinas, e modificacéo in
situ (LEE, LOO, et al., 2014; SZUBERT, ADAMSKA, et al., 2014; KANGO, KALIA, et al.,
2013; FERESHTEH, MALLAKPOUR, et al., 2015). No tratamento quimico, grupos
funcionais quimicos da prépria nanoparticula servem como pontos de ancoramento para
formar ligacdes com grupos quimicos do agente modificador (KANGO, KALIA, et al.,
2013; FERESHTEH, MALLAKPOUR, et al., 2015). Na enxertia, a superficie € envolta
por polimeros que alteram sua topografia e funcionalidade quimica, e produz um
material mais estavel (SZUBERT, ADAMSKA, et al., 2014). Neste ultimo, o conjunto
formado por nanoparticulas inorganica e os blocos poliméricos sao considerados
compoésitos (KANGO, KALIA, et al., 2013).

Modificar a superficie in situ ocorre simultaneamente a producao das particulas,
incluindo métodos de micelas reversas, decomposi¢éo térmica e poliois. A adsorgdo de
dispersantes € o método mais simples, e pode ocorrer em ambientes aquosos,e usado
qguando o modificador é soltuvel em solvente organico (KANGO, KALIA, et al., 2013).

A imobilizacéo fisica por proteinas ocorre quando as proteinas sdo ancoradas
na superficie, na qual estabelece interacbes ndo covalentes (eletrostatica, van der
Waals, ligacdes de hidrogénio, e interacdes hidrofébicas). Ja a imobilizacdo quimica
baseia-se na alteracdo da energia de superficie, carga e composicdo do material. Ela
ocorre através da imobilizacéo covalente de grupos orgéanicos, ions, processo sol-gel e
tratamento acido-alcalino (LEE, LOO, et al., 2014).
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A modificacdo da superficie com o acido estearico (AE) pode ser uma
abordagem eficaz para resolver problemas potenciais em biomateriais, pois este é um
tipo de acido graxo saturado presente no corpo humano e ndo tem toxicidade (ZHANG,
LI., et al., 2012). A modificag&o ocorre pela insergéo de cadeias de hidrocarbonetos na
superficie da HAP (HOTZA, 1997), o que melhora os problemas ocasionados pela
técnica de obtencao da hidroxiapatita (aglomeracao).

O &cido estearico (AE) é um &cido biocompativel e biodegradavel, excretado pelo
organismo através do metabolismo natural do corpo (LI, WENG, 2008). As propriedades
da HAP podem ser melhoradas com a introducdo do AE em sua superficie, facilitando
a interacdo desta apatita a compostos organicos para a formacdo de compositos
bioativos.

LI, WENG (2008) e NUNES, VALERIO, et al. (2011), em trabalhos
independentes, mostram que modificagdes da superficie s&o comumente utilizadas para
melhorar propriedades dos materiais como as ceramicas de apatita.

ZHANG, LI, et al. (2012) utilizaram o AE no recobrimento de particulas de HAP
para revestimento de proteses de titanio. Eles observaram que o composito HAP-AE,
obtido por adsorcao fisica, atenuou o processo corrosivo das préteses de titanio quando
comparados ao revestimento de HAP apenas.

Deste modo, a modificacao da superficie da hidroxiapatita através da insercéo
do AE podera promover uma melhora na interacao interfacial entre seus sitios reativos
e a quitosana, e assim melhorar a biocompatibilidade do arcabougo proposto no

trabalho.

1.6. CARACTERIZACOES

1.6.1. DETERMINACAO DO GRAU DE DESACETILACAO DA QUITOSANA

A razdo molar entre o nimero de grupamentos amino e grupos amidas livres (D-

glucosamino e N-acetil-D-glucosamino), contidos na estrutura quimica da quitosana, é
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caracterizado como Grau Médio de Desacetilacdo (GD), e € expresso em porcentagem
(THEIN-HAN, MISRA, 2009). A quitosana somente é formada quando o GD atinge um
determinado valor, de no minimo de 60% unidades D-Glucosamino (DIMZON, EBERT,
et al., 2013; CROISIER, JEROME, 2013).

O GD é importante na definicdo das caracteristicas essenciais da quitosana pois
esta diretamente relacionada a ligacdes de hidrogénio existentes no biopolimero, o que
interfere em paradmetros como solubilidade, estrutura, viscosidade, atividade biolégica e
reatividade (PIGHINELLI, KUCHARSKA, 2013; ELSABEE, ABDOU, 2013; BEIL,
SCHAMBERGER, et al., 2012; PILLAI, PAUL, et al., 2009). A acetilagdo da quitosana
em meio hidro alcoolico leva a modificacdo seletiva de grupos amino livres e é
responsavel pelo inicio e processo de gelatinizagdo de suas solu¢gbes (PIGHINELLI,
KUCHARSKA, 2013; LIU, CHEN, et al., 2014).

A complexacdo com substancias ativas biologicamente (proteinas e peptideos),
a caracteristica de mucoadesividade, a degradabilidade em meio fisiologico, a
cristalinidade de sua estrutura e a atividade antimicrobiana associadas a quitosana sao
dependentes do GD, o qual afeta diretamente o comportamento fisico-quimico e
biolégico de suas solucdes (BEIL, SCHAMBERGER, et al., 2012; CROISIER, JEROME,
2013; LIU, CHEN, et al., 2014; ELSABEE, ABDOU, 2013).

Inimeras técnicas podem ser utilizadas na avaliacédo deste parametro, incluindo,
a espectroscopia de infravermelho, espectroscopia de RMN, espectroscopia de
ultravioleta, calorimetria exploratéria diferencial, dicroismo circular (BEIL,
SCHAMBERGER, et al., 2012), degradacédo enzimética, e métodos titulométricos, como
o coloidal, condutimétrico e potenciométrico (CROISIER, JEROME, 2013).

A titulagdo condutimétrica foi utilizada com o intuito de determinar a quantidade
de grupamentos aminos livres protonaveis existente na estrutura quimica da molécula
de quitosana, e assim, definir o grau de desacetilacdo (GD) (CZUBENKO, PIEROOG,

et al., 2013).
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1.6.2. ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (EDL)

Determinar e controlar o tamanho de particulas tornou-se um procedimento
importante no dominio de processos de materiais. Diversas sdo as metodologias e o0s
equipamentos utilizados nesta investigacdo, a escolha devera ser conciliada com as
caracteristicas de cada material. Usualmente, € necessaria a associacdo de técnicas
experimentais diferentes para determinar com maior precisdo a faixa de tamanho
(BARABAS, CZIKO, et al., 2013).

O espalhamento dinamico de luz (EDL) permite estimar o tamanho de particulas,
ou de aglomerados de particulas, medindo seu raio hidrodindmico em suspenséo. No
meio disperso, as particulas ou moléculas deslocam-se em movimentos aleatdrios em
consequéncia do choque entre particulas da amostra e do solvente. A este fenémeno
da-se o nome de Movimento Browniano (ZHOU, QlI, et al., 2015).

Quando um feixe de luz laser é incidido sob uma disperséo por um determinado
tempo, a luz colide com as particulas em suspensdo e é espalhada por todas as
direcBes. Colocando um detector em uma determina posicdo angular em relacdo ao
feixe incidente, este registrara intensidade de luz varidvel dependendo do fato da luz
espalhada por diversas particulas sofrerem interferéncia construtiva (intensidade
maxima) ou destrutiva (intensidade minima). Por encontrar-se em constante movimento
(Movimento Browniano), diferentes niveis de flutuagéo da radiagdo espalhada da luz
sdo observados e, a andlise dessas flutuacdes de intensidade resulta na velocidade do
Movimento Browniano. Os distintos tamanhos de particulas irdo refletir nos niveis de
flutuacdo da intensidade da luz espalhada, ja que particulas de pequenos tamanhos
apresentam uma velocidade maior de movimentacdo, difundindo-se pelo solvente
rapidamente, quando comparado a particulas grandes (LOTYA, RAKOVICH, et al.,

2013; ZHOU, Ql, et al., 2015).
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A mobilidade em solucdo é dependente da viscosidade do meio e do raio de
hidratac&o da amostra tornando crucial a escolha correta do meio dispersante para um
resultado mais fidedigno possivel.

Sendo assim, o tamanho de particula pode ser estimado usando a relagédo de

Stokes-Einstein (MALVERN, 2014) (Equacéo I1.1):

D KT
"~ 6mnRy

(Equacéo 11.1)

no qual, D o coeficiente de difusdo, K a constante de Boltzmann, T a temperatura, n a
viscosidade, e Ry o raio hidrodinAmico da particula.

Além do mais, o posicionamento do feixe de luz e do detector é importante para
uma medida que represente significativamente a populacdo de amostra. O angulo de
espalhamento da luz pode ser afetado, dentre outros fatores, pelo formato das
particulas. Os modelos mais simples e tradicionais consideram particulas esféricas em
Movimento Browniano em um solvente ideal e isotropico para a andlise da flutuacdo da
intensidade da luz espalhada em funcdo do tempo. Em uma suspensdo contendo
particulas de diferentes formas e tamanhos a interpretacéo dos dados néo é tao simples.
Deve-se levar e conta também que a distribuicdo de tamanhos se refere ao raio
hidrodinamico ou raio de giro hidrodindmico, que inclui além do raio propriamente dito
da particula, a camada de solvatagéo que € arrastada pela particula ao se deslocar no
fluido. Isso significa que a técnica de EDL permite distinguir o estado de aglomeracgéo

das particulas.
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11.6.3. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

Ao atingirem um material, os raios X sofrem diferentes processos de interacéo
com a matéria. Uma parte significativa dos raios X incidentes s&o espalhados de forma
elastica, no qual ndo ha perdas de energia, por elétrons que estao ao redor do nicleo
atbmico que compde a célula unitaria e este espalhamento pode ser homeado de
espalhamento coerente (ANGHELINA, BRATU, et al.,, 2014). Quando o arranjo
estrutural dos atomos que compdem o material é organizado de forma ordenada, e
apresentarem espacamento interatbmica compativel com o comprimento de onda da
radiagdo incidente, as relagbes entre os espalhamentos tornam-se periodicas e
visualizadas em angulos variaveis. A caracteristica primordial na difracdo de ondas de
qualquer comprimento esta na distancia entre os centros espalhadores. Quando estes
centros espalhadores estdo periodicamente distribuidos em planos cristalinos no
volume do material, os feixes de raios X espalhados sofrem interferéncia construtiva a
depender desta distancia interplanar, d, da posi¢do angular onde se coloca o detector e
do comprimento de onda da radiagao incidente, A. A Lei de Bragg expressa estas

condi¢cbes matematicamente:

nA = 2dsen®

(Equacéo 11.2)

onde, A, refere-se ao comprimento de onda, d, a distancia entre os planos, n, a ordem
de difracdo, e 6, o angulo de incidéncia do feixe em relagao aos planos cristalinos em
questéao.

Fatores como desvio do feixe em relacdo ao monocromador, a geometria de
difracdo e a divergéncia do feixe incidente conduzem a altera¢des de alargamento de
picos na difratometria de raios X. A intensidade de difracdo destes raios sofrera
influéncia de diversos fatores, entre eles: (1) transparéncia da amostra; (2) alinhamento
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do feixe; (3) fatores instrumentais; (4) defeitos da amostra; (5) tamanho das particulas;

(6) fonte de raios X (ANGHELINA, BRATU, et al., 2014).

1.6.4. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO

INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (IVTF)

A secao do espectro eletromagnético que se estende de 0,7 a 1000 um, situado
entre comprimentos de onda (A) maiores do que a luz visivel e menores do que as micro-
ondas, € denominada radiacdo infravermelha (RIV) e pode ser subdividida em
infravermelho préximo (0,7-3 um), médio (3-6 um), distante (6-15 um) e extremo (15-
1000 um) (INEP, 2015). A RIV é uma radiacdo ndo ionizante de baixa energia, ndo
suficiente para a promocao da excitacéo eletrdnica, mas para promover a vibracéo de
ligagBes do tipo covalentes que unem atomos ou grupos de atomos.

Em geral, os compostos organicos e inorgénicos que possuem ligacbes
covalentes, quando excitadas por uma fonte de radiacdo eletromagnética, absorvem
energia na regido do infravermelho em varias frequéncias. A energia absorvida &
guantizada, ou seja, as vibracdes das ligacbes ocorrem apds a absorcdo da radiacao
em certas frequéncias, e tem a eles associados um certo comprimento de onda. Isto s6
ocorre quando um material absorve radiacdo IV com energia particular (certo
comprimento de onda ou frequéncia, pois, AE = hv). Deste modo, as moléculas apds
absorvem a RIV sao excitadas até atingir 0 maior estado energético associados a modos
de vibrag&o caracteristicos, tal como massas presas por molas sofrendo deformacgdes
periodicas (SILVERSTEIN, WEBSTER, et al., 2006).

A absorcdo de radiacdo infravermelho €é um processo que ocorre
fundamentalmente por interagdo do campo elétrico oscilante da radiacdo
eletromagnética com as cargas elétricas do meio e, portanto, os modos vibracionais
somente serdo excitados quando o momento dipolo da molécula altera-se. Partindo
deste pressuposto, as vibragdes simétricas dos quatro &tomos de hidrogénio do metano

53



(CH4) ndo é um modo de vibracdo que possa ser excitado por absor¢éo da RIV pois ndo
héa alteragdo do momento dipolo.

O estado vibracional das ligacdes pode ser classificado de acordo com a forma
que se deformam, podendo ser do tipo estiramentos axiais: simétrico e assimétrico; ou
deformacfes angulares: simétrica no plano (tesoura), assimétrica no plano (balanco),
simétrica fora do plano (tor¢ao) e assimétrica fora do plano (abano), entre outros.

As informagdes oriundas da incidéncia da RIV sob uma amostra séo ilustradas
como um gréfico que relaciona a intensidade da absorg&o versus o numero de onda da
radiacdo incidente onde o nimero de onda é o inverso do comprimento de onda da
radiacdo incidente. A regido de interesse para andlises situa-se entre 4000 e 400 cm™?,
e subdividido em uma regido de mais alta frequéncia (4000 a 1300 cm), e outra regido
conhecida como impressao digital (1300 e 900 cm™?). A probabilidade de duas ou mais
substancias apresentarem o0 mesmo espectro é extremamente minima, tal razao, o
espectro de IV é chamado a “impresséo digital” da molécula.

Os parametros a serem analisados em um espectro de IV sdo a posi¢ao
(frequéncia de absorc¢éo) e a intensidade da absorcéo (expressa em % de transmissdo
da radiacao eletromagnética que atravessa a amostra, e dependente da polaridade, do
namero de ligacdes e da concentracdo da amostra).

Embora o espectro de IV caracterize uma substancia, alguns grupos de atomos
absorvem energia usualmente numa mesma regido de frequéncia, apresentando pouca
dependéncia com a estrutura da molécula. Assim, a presenca de certos picos/bandas
(caracteristicos do processo de absor¢do de energia quantizada) permite inferir dados
a respeito de moléculas de estruturas desconhecidas ou néo identificadas.

Usualmente, a técnica é utilizada na identificacdo de grupos quimicos de
amostras desconhecidas, verificar interacdes quimicas entre moléculas diferentes e a
formacao de novos compostos. Porém, utilizacdes ndo usuais, tais como a deteccao de

células e tecidos malignos para avaliagdo da progresséo/regressao de tumores tem sido
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aplicada a espectroscopia na regido do infravermelho (ZELIG, MORDECHAI, et al.,

2011).

[1.6.5. TERMOGRAVIMETRIA (TG/DTG)

A termogravimetria ou analise termogravimétrica (TG) € uma medida que utiliza
a observacéo da variagdo de massa de uma dada amostra a0 mesmo tempo que esta
é submetida a varia¢des programadas e controladas de temperatura (ANTUNES, 2003).

A medida é expressa através da relacdo da variacdo da massa em funcao da
temperatura ou do tempo, e permite ao analista inferir informac¢des com finalidades
quantitativas, sobre a estabilidade térmica da amostra, a composicao e a estabilidade
de compostos intermediarios e do produto final. A area diretamente proporcional a
variagdo de massa, permite a partir da altura do pico a qualquer temperatura, obter a
razéo de variagdo de massa naquela temperatura.

Diferentes propriedades fisicas e quimicas podem ser extraidas da curva de TG.
A quimiossor¢do, decomposicdo, dessolvatacdo, degradacéo redutiva ou oxidativa, e
reacOes de estado sélidos sdo exemplos de fendbmenos quimicos observados através
das curvas de TG. Dentre os fisicos, a desidratacdo, vaporizagdo, sublimacao,
adsorcdo, dessorcdo e absor¢cdo sdo ressaltados. No estudo de identificacdo de
compostos e de reagfes quimicas, o TG pode ser aplicado para a separacao de reacdes
sobrepostas, calculo da variacdo de massa em reacdes sobrepostas, distingao entre
diferentes eventos térmicos, partindo do pressuposto que cada substancia possui uma
curva caracteristica de perda/ganho de massa no TG.

Uma forma de melhor identificar e separar os eventos térmicos a partir das
curvas de TG € aplicando a derivada da curva de variacdo de massa em funcao do
tempo (DTG), podendo ser em funcdo do tempo ou temperatura, tal como no TG. A
curva apresenta-se como uma série de picos obtidas em funcdo das etapas de
decomposigéo térmica. Cada patamar horizontal na curva da TG esté relacionado com
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valores zero na curva DTG. Os picos na curva de DTG sdo associadas a pontos de
inflexdo na curva TG o qual esta associado a temperatura onde a perda de massa ocorre
mais rapido para aquele evento. As curvas DTG séo auxiliares das curvas TG, e ambas
fornecem informacdes pertinentes sobre a composicado da amostra analisada.

Um equipamento de TGA é composto de um forno, de balancas calibradas, um
suporte para a amostra, sistema de vazao de gases, amplificadores, detectores e filtros.
A calibracdo do conjunto € necesséria para que a medida se torne a mais fidedigna

possivel.

1.6.6. POROSIDADE POR IMERSAO

A porosidade € um parametro fisico baseado na presenca de poros (abertos ou
fechados) e importante na confecgdo de estruturas tridimensionais de uso biolégico.
Poros abertos estdo associados as propriedades tais como permeabilidade e acgéo
catalitica entre outros. O controle da migracdo, adeséo e proliferacdo de células nas
estruturas bem como, o transporte de nutrientes e residuos é regido pela presenca de
poros abertos e sua morfologia (SHIMOJO, PEREZ, et al., 2012; HOUMARD, FU, et al.,
2013; SAIZ, ZIMMERMANN, et al., 2013). A alta porosidade usualmente significa alta
razdo entre area e volume de superficie, e favorece a adesao celular no arcabouco e
regeneracgdo do tecido 6sseo (JIN, KIM, et al., 2012; ARMENTANO, DOTTORI, et al.,
2010).

Considerando-se que o0 aumento da porosidade pode comprometer a integridade
fisica, uma elevada porosidade de um arcaboucgo também influi significativamente nas
propriedades mecanicas deste e estas propriedades mecénicas dependem tanto da
guantidade de poros abertos como da de poros fechados. Materiais altamente porosos
podem ter seu desempenho mecanico comprometido, tornando-se frageis a
compressdes mecanicas, propriedades requeridas para biomateriais de reparo 6sseo
(HOUMARD, FU, et al, 2013; FANG, FENG, 2014; WEGST, BAI, et al.,, 2015).
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HOUMARD, FU, et al. (2013) demonstraram esta hipétese quando avaliaram a
influéncia da composicéo nas propriedades mecanicas em funcéo da porosidade. Eles
observaram que o aumento das propriedades mecéanicas estava associado a reducao
do volume de poro do arcabougo de HAP e B-TCP.

Ademais, a estrutura porosa de arcaboucos pode imprimir perfis diferenciados
de absorcéo de liquidos. O grau de porosidade (associada a poros abertos) da estrutura
apresenta-se como fator determinante na propriedade de absorcao de fluidos. Materiais
altamente porosos tem a capacidade de retencéo de liquidos maior do que aqueles de
baixa porosidade.

Partindo destes pressupostos, € de crucial importancia o desenvolvimento de
suportes porosos com porosidade apropriada para o desempenho em sistemas
biol6gicos. Diversas técnicas de processamento podem originar materiais altamente
porosos, incluindo, evaporacdo de solvente, lixiviagdo, foam mat, electrospinning,
prototipagem rapida, separacdo de fases termicamente induzidas, e a liofilizacdo
(ARMENTANO, DOTTORI, et al, 2010). A escolha da técnica permitird obter
arcaboucos tridimensionais de porosidade variavel, entre 24 e 96%, com controle de
tamanho de poro e formacdo dos canais. Estes, por sua vez, séo influenciados pelo
tamanho das particulas, do processo de aeragéo da suspenséo ou uso de suportes de
direcionamento de cavidades (FU, SAIZ, et al., 2013).

A liofilizag&o € uma técnica de secagem utilizada na industria alimenticia para a
desidratacao de alimentos para a sua conservagao. Seu principio esta na remocao de
solventes congelados através da sublimacdo, preservando as caracteristicas do
material que seriam perdidas se esta secagem ocorresse por intermédio de
temperaturas elevadas. Para a confeccdo de arcaboucos tridimensionais, ela é uma
técnica relativamente nova, mas tornou-se bastante utilizada por criar uma orientagéo

das cavidades porosas.
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11.6.7. INTUMESCIMENTO

Polimeros hidrofilicos tem a capacidade de reorganizar sua estrutura apdés
absorver fluidos, devido a sua natureza flexivel. Tais polimeros sdo conhecidos como
formadores de hidrogéis, e s@o capazes de intumescer em &agua ou em fluidos
bioldgicos, tornando-se mais elastico. Eles podem absorver grandes volumes
(geralmente, superior a 20% de seu peso inicial) sem que, mesmo sob presséo, este
liquido seja removido (CZUBENKO, PIEROOG, et al., 2013; SAMANTA, RAY, 2014;
SWARBRICK, 2007).

Inimeras propriedades do hidrogel, e seus derivados, sao influenciados pelo teor
agquoso durante o intumescimento como, permeabilidade, propriedades mecénicas,
propriedades de superficie e biocompatibilidade. A consisténcia flexivel e rugosa, e
baixa tenséo interfacial com fluidos mostram a importancia de se avaliar tal parametro
no desenvolvimento de biomateriais (SWARBRICK, 2007). Quando desidratado, eles
apresentam um aspecto e vao adquirindo forma apés o intumescimento, aumentando o
volume e tornando-se flexiveis e elésticos até alcangar um estado de equilibrio. No
estado intumescido, o material pode auxiliar a absorcdo de culturas celulares, transporte
de solutos, propriedades difusoras, a passagem de nutrientes e de substancias ativas,
tais como farmacos, através do material (CZUBENKO, PIEROOG, et al., 2013; KUMAR,
SRINIVASAN, et al., 2011).

A porcentagem de liquido absorvido pode ser moldada alterando a natureza
quimica do material ou combinando as propriedades de um conjunto de componentes
(orgénicos e inorganicos), como os compositos (SALCEDO, AGUZZI, et al., 2012). Isto
ocorre com um ajuste do nivel de interacédo quimica ou fisica entre o material e a agua
(CROISIER, JEROME, 2013).

Varios materiais, de origem natural ou sintético, podem dar forma a hidrogéis,
inclusive a quitosana (CZUBENKO, PIEROOG, et al., 2013). A alta capacidade dilatante
e pobres propriedades mecéanicas fazem com que estruturas advindas da quitosana
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sejam facilmente deformaveis (SALCEDO, AGUZZI, et al., 2012). Por si s0, a quitosana
€ capaz de formar hidrogéis, sem a adi¢do de aditivos. Na quitosana, o processo de
formacé&o do hidrogel ocorre apds a neutralizacao de carga positivas que interagem com
moléculas carregadas negativamente, como os fosfatos e sulfatos, por meio de ligagbes

de hidrogénio e interacdes hidrofébicas (Figura 11l.1) (CROISIER, JEROME, 2013).

Figura I1.7. Representacdo esquematica da interacdo quimica na quitosana para a

formac&o do hidrogel. A seta indica as interacées. (Fonte: CROISIER, JEROME, 2013)

O grau de reticulacdo quimica/fisica e associacbes com outros componentes,
através de ligagbes cruzadas, podem modular o intumescimento (PENG, LI, 2014,
CZUBENKO, PIEROOG, 2013). O numero de ligagbes cruzadas e reticulagdes
diminuem a disponibilidade de ions NHs*, protonados na solubilizacdo da quitosana.
Sendo assim, o GD e a pureza da quitosana serdo determinantes na formacéo e
intumescimento do hidrogel.

Além do mais, a forma fisica apresentada pelo hidrogel influencia na propriedade
de absorcao de liquidos. Materiais esponjosos apresentam uma alta absorcdo e é
dependente do grau de porosidade de sua estrutura, ou seja, materiais altamente
porosos tem a capacidade de retencdo de liquidos maior do que aqueles de baixa

porosidade, para o caso de poros abertos.
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1.6.8. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A caracterizacdo microestrutural de um material pode ser conseguido através de
técnicas de analises de imagens. As microscopias sdo uma delas, e permitem ao
observador inferir dados sobre tamanhos, formas, distribuicdo das unidades estruturais
e caracterizacdo de fases presentes em um determinado material, utilizando com
parametros o limite de resolugdo (menor distancia entre dois pontos distinguiveis),
contraste (capacidade de distinguir tracos em um plano de fundo) e profundidade de
campo (espessura da amostra). As microscopias eletrénicas destacam-se por serem
versateis, pela resolugéo, qualidade e facilidade na interpretacdo da imagem e podem
ser obtidas sob vacuo (MALISKA, 2014; PEIXOTO, 2011).

A microscopia eletronica baseia-se na interagdo de um feixe de elétrons com um
material que podem atingir niveis profundos, caracterizando assim, os diferentes tipos
de microscopias eletrdnicas.

A microscopia eletrbnica de varredura (MEV) é utilizada rotineiramente na
andlise microestrutural de materiais soélidos por conseguir imagem com grande
profundidade de campo, quase tridimensionais, além de conduzir analise de amostras
de espessuras variadas, em vacuo, de resolucdo de 2-5 nm (20-50 A) e aumento entre
20 e 1.000.000x. Dentre as vantagens de se utilizar a MEV esta a analise composicional
elementar, deteccdo da morfologia da superficie do material e a facilidade de
preparacdo da amostra. Entretanto, a necessidade de recobrimento metéalico, em certos
casos, e a necessidade da utilizagdo de vacuo limita o uso desta técnica.

O principio da técnica consiste basicamente na producéo de um feixe de elétrons
a partir de um canhao de elétrons na coluna ético-eletrénica (formado pelo canhao de
elétrons e pelo sistema de lentes eletromagnéticas). O feixe de elétrons € produzido em
energia e quantidade suficiente para ser detectado nos detectores posicionados
estrategicamente no microscopio eletrénico. Antes da deteccao, o feixe € demagnificado
por varias lentes eletromagnéticas, ou seja, o feixe € colimado e focado a um pequeno
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ponto da amostra. Quando atinge a superficie da amostra, o feixe interage com os
atomos da superficie, e os elétrons, entdo, sofrerdo modificacdo da sua velocidade
inicial e esta alteracdo pode ser tanto na direcdo como na magnitude.

Estas interacbes podem ser elasticas e ineléstica, e interferirdo na resposta
apresentada, resultando na excitacao ou liberacéo dos elétrons das diversas camadas
eletrbnicas do atomo da superficie da amostra, produzindo imagens oriundas de
elétrons secundérios e imagens de elétrons retroespalhados. Poderé ocorre a emissao
de raios X da amostra durante a ejecdo de elétrons sob a superficie da amostra,
fornecendo dados de composicdo quimica elementar daquela regido irradiada pelo
feixe. Tal procedimento permite ao analista identificar e mapear elementos quimicos

presentes na area de varredura.

1.6.9. ESPALHAMENTO DE RAIOS X A BAIXOS ANGULOS (SAXS)

A forma com que uma fonte de raios X interage com a matéria pode levar a uma
diversidade de informacfes importantes, a respeito da estrutura local e de formacéo do
material. Uma técnica na qual se aplica de forma analitica o feixe de raios X, o
espalhamento de raios X a baixos angulos, SAXS, tem sido bastante utilizada na
caracterizacao estrutural de materiais sélidos e liquidos em escala nanométrica (SILVA,
2008). No SAXS, a radiacao incidente é espalhada de forma elastica através da amostra
e resulta em uma radiacao cuja informacdes estruturais das particulas dispersas podem
ser derivadas a partir da distribuicdo da intensidade do feixe disperso em menores
angulos de espalhamento (GRAEWERT, SVERGUN, 2013; PETOUKHOV, SVERGUN,
2013; SANZ, GIDLEY, et al., 2015).

As informacgfes que podem ser extraidas de medidas de SAXS sao o tamanho,
distribuicdo e estrutura de objetos espalhadores, mesmo que estes nao estejam
ordenados de forma bem organizada. Estes objetos espalhadores podem ser cristalinos
ou ndo-cristalinos, por exemplo, solugdes de macromoléculas, sistemas estabilizados
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por tensoativos, nanocompgsitos, ligas, polimeros sintéticos e naturais, biomateriais,
filmes hibridos, entre outras varias estruturas (DONG, BOYD, 2011).

Uma ampla variedade de tamanhos moleculares, entre kDa e GDa, podem ser
analisados através do SAXS, e associados a estudos experimentais em ambientes
extremos, como sob alta pressdo e ou criogenia, permitem ao analista controlar
diferentes niveis de organiza¢éo estrutural em sistemas hierarquicos semelhantes aos
encontrados em sistemas biologicos. In situ, 0 SAXS fornece informagdes Unicas sobre
0s processos, em funcdo do tempo e da dindmica de como ocorrem (GRAEWERT,
SVERGUN, 2013; DONG, BOYD, 2011; PETOUKHOV, SVERGUN, 2013).

Em um ensaio de SAXS usual, ao se irradiar uma amostra com um feixe de raios
X monocromatico, o espalhamento da radiagdo na regido angular proxima a do feixe
transmitido € observado. As macromoléculas séo, entéo, orientadas de forma aleatoria
em solucdo e seu padrdo de espalhamento é registrado por um detector de raios X
(Figura 111.3). Este espalhamento ocorre devido a heterogeneidade na distribuicdo
eletrbnica das estruturas em solugdo (PETOUKHOV, SVERGUN, 2013; SANZ, GIDLEY,

etal., 2015).

Figura I1.8. Registro do espalhamento do feixe de raios X por um detector. (Fonte:

Propria do autor)
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Quando tem-se uma particula de tamanho e forma aleatéria, a intensidade do
feixe espalhado I(q) é proporcional a forma da particula P(q), sendo g o vetor de

espalhamento (DONG, BOYD, 2011) (Figura Il11.4).
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Figura 11.9. Gréfico tipico de espalhamento de raios X a baixos angulos. (Fonte: Propria

do autor)

Quando as particulas se encontram em suspensao diluida, a intensidade do
vetor de espalhamento | € semelhante para todas as particulas em disperséo e depende
exclusivamente do angulo 26 e do fator de forma (PETOUKHOV, SVERGUN, 2013;
SANZ, GIDLEY, et al., 2015). Para verificar e eliminar a influéncia do solvente ou agente
dispersivo, é medido também o espalhamento do solvente, ou branco, e subtraido da
intensidade das amostras. A intensidade resultante € a soma das contribuicdes de cada

particula, de modo que, para n particulas distribuidas ao acaso tém-se:

I(CI) X Pn (@) -
zn: (Equacéo 11.3)
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Para dispersfes concentradas ou até mesmo, no estado sélido, as particulas
interagem entre si e a organizagdo local e sua geometria sera refletido na intensidade
de espalhamento. Para n particulas idénticas dispersas aleatoriamente em uma solucdo
homogénea e concentrada, o vetor de espalhamento € descrito em fun¢éo do fator de

estrutura (S(q)) do todo:

I(q) = n.P(q).S(q) (Equacéio 11.4)

Entretanto, quando ha no sistema particulas de formas diversas, a distingédo da
contribuicdo dos fatores P(q) e S(q) ser4 mais complexa.

Em uma curva tipica de SAXS é possivel detectar diversas regibes, como a
regido de Porod, para altos valores de q, e a regido de Guinier, para baixos valores de
g. Nestas regibes, ocorrem espalhamentos dos raios X a baixos angulos (1), e fornecem
dados sobre a estrutura e morfologia das particulas (GRAEWERT, SVERGUN, 2013).

A massa molecular (MM) e seu raio de giro (Rg) sdo derivados a partir da
inclinagéo da porgéo Guinier In(l (s)) versus s?, para baixos valores de s. Dados como o
raio de hidratagdo das particulas em suspenséo (V) e da superficie (S) podem ser
obtidas usando-se a porgéo Porod da curva (DONG, BOYD, 2011; SANZ, GIDLEY, et
al., 2015). A distancia entre os centros espalhadores (dmax) pode ser extraido da curva

de SAXS ap6s uma transformada de Fourier (PETOUKHOV, SVERGUN, 2013).

11.6.10. TOMOGRAFIA DE RAIOS X UTILIZANDO FONTES DE RADIACAO

SINCROTRON (TCRS)
Acompanhar a evolugdo e o comportamento de biomateriais requerem técnicas
cada vez mais produtivas e ndo destrutivas, e entender como da-se a estruturacéo

destes € um dos interesses do campo biomédico (ALMEIDA, SOARES, et al., 2012).
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Desde sua descoberta, os raios X tém sido utilizados para uma infinidade de analises,
entre elas técnicas de aquisicdo de imagens.

Procedimentos usuais, como analise histologica e histomorfolégica, comum em
andlises de tecidos duros como o 6sseo, € desvantajosa, pois revelam informacdes
simples, podem causar deformacao da anatomia da amostra, além de apresentar-se em
duas dimensbes (NELDAM, PINHOLT, 2014; ALMEIDA, SOARES, et al.,, 2012;
STILLER, RACK, et al., 2009).

A microscopia eletrbnica de varredura é usada em procedimentos para avaliar a
microestrutura e morfologia de diversos materiais. As imagens adquiridas por
microscopia permitem visualizar estruturas heterogenias, tais como os compésitos, com
otima resolucdo (~10 nm), e com aumentos variaveis (20-1000000 x), e excelente
andlise da superficie do material. Entretanto, para uma analise transversal da amostra
€ necessdria sua fratura, seja ela por criofraturas ou mecanicamente, o que deforma a
microarquitetura, e usualmente apresenta-se em duas dimensdes (NELDAM, PINHOLT,
2014).

Utilizar técnicas nao invasivas e destrutivas, as quais promovem uma analise
minuciosa da estrutura, preservando sua plasticidade e forma originais, tornou-se cada
vez mais usual (NELDAM, PINHOLT, 2014; NOGUEIRA, ALMEIDA, et al., 2012;
ALESSIO, NOGUEIRA, et al., 2014; ALMEIDA, SOARES, et al., 2012). A tomografia de
raios X, extensamente aplicada a area médica, tem sido utilizada em outros campos
para a interpretacdo de estruturas internas de diversos materiais (MASCHIO, 1997,
LNLS, 2014). Dentre as grandes vantagens do método é a boa resolucéo espacial, que
permite uma maior magnificagdo da imagem, sem o efeito de penumbra geométrica.

Informacgdes tridimensionais de toda a estrutura de um material podem ser
obtidas através de diversas aquisi¢cdes de imagens projetadas em diferentes direcdes
utilizando a tomografia de raios X (STILLER, RACK, et al., 2009; LNLS, 2014). O método
consiste na conversdo de raios X em luz visivel com um cintilador (usado na
transformacéo da radiografia em luz visivel) e projetando-os em um CCD usando um
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microscopio 6tico de alta resolucdo. A imagem é produzida por feixes policroméaticos de
raios X, que atravessam diversas sec¢des de um corpo de prova sob variacdo do angulo,
através da projecao do plano e utiliza-se um computador para a reconstrucdo destas
secdes para formacdo da imagem (LNLS,2014; NOGUEIRA, ALMEIDA, et al., 2012).

As fatias radiograficas dependem da diferenca de densidade de absorcdo de
raios X de cada objeto espalhador posto perpendicular ao feixe (GILANI, BOONE, et al.,
2014). A qualidade da imagem dependera do modo de interacdo deste feixe com a
matéria. A reconstrucdo da imagem €é baseada na determinagéo dos coeficientes de
atenuacao sob a amostra e de uma perspectiva matematica (ALESSIO, NOGUEIRA, et
al., 2014; NOGUEIRA, ALMEIDA, et al., 2012).

A imagem é binarizada, e consiste na escolha de um valor limite que serve como
base para os calculos. Todos os pixels, que sdo a menor unidade de uma imagem, que
tiverem um valor menor do que o limiar recebe o zero (0). Logo, as imagens apresentam-
se em varia¢gOes na escala de cores entre 0 branco e o preto, sendo o branco o de maior
contraste (de maior densidade) e o preto de menor contraste (menor densidade)
(NOGUEIRA, 2008). A técnica de contraste de fases, semelhante a tomografia, envolve
o método de aquisi¢cdo de imagens a partir da colocagéo de um detector a certa distancia
da amostra de modo a adquirir a radiagcéo refratada que interferiu no feixe incidente.
Este método tem sido indicado na avaliacdo de materiais de baixas densidades ou
compositos de composicdo semelhantes (LNLS, 2014). As diferentes fases do material
podem ser distinguidas pela diferenca na densidade, com uma dada precisdo pelo

tamanho do voxel (STILLER, RACK, et al., 2009; NOGUEIRA, 2008) (Figura III.5).
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Figura 11.10. Producdo de imagens por tomografia de raios X. (Fonte:
http://www.helmholtz-berlin.de/forschung/oe/em/werkstoffe/methoden/x-

tomof/index_en.html)

Fontes de raios X convencionais, ou os chamados laboratoriais, produzem
imagens com artefatos de feixe duro, penumbra geométrica, resolugcéo de 10 um, e sem
contraste entre as fases constituintes. Ao associar a tomografia de raios X com fontes
mais refinadas, como as fontes de luz sincrotron, tais problemas sao contornados, e
uma resolucdo espacial de um décimo de micrometro pode ser obtida (ALESSIO,
NOGUEIRA, et al., 2014; NELDAM, PINHOLT, et al., 2014).

A utilizacdo de radiacao sincrotron na aquisi¢cdo de imagens de tomografia é a
mais sofisticada dentre as tomografias de raios X devido a sua alta resolu¢éo de campo
e alto contraste. Fontes de luz sincrotron exibem um fluxo de fétons de diversas ordens
de alta magnitude comparada as fontes de raios X laboratoriais usados para adquirir
micro imagens 2D e 3D (STILLER, RACK, et al., 2009).

As fontes sincrotron auxiliam no processo de obtencdo de imagens com melhor
resolugéo. Estas fontes produzem feixes que se propagam quase que paralelamente ao
material, dado ao alto fluxo de fotons, coeréncia, colimacdo e resolucdo espacial

suficiente para promover o contraste de fase. Permite visualizar objetos de diferentes
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densidades, logo, apresenta-se como método para uma imagem qualitativa. Para
NELDAM, PINHOLT, (2014), a tomografia de raios X usando sincrotron permite a
observacao de elementos finos estruturais de tecido mineralizados, bem como fronteiras
entre células ésseas, diferencas na mineralizacdo do tecido e as lamelas do 0sso

trabecular.

[1.6.11. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (CITOTOXICIDADE)

Durante o desenvolvimento de materiais para aplicacbes biomédicas, um
possivel efeito citotdxico apresentado por estes pode comprometer sua utilizacdo em
compartimentos biolégicos. Bioensaios podem determinar a adequacao do material a
ser implantado, o qual devera ser biocompativel com células humanas (ARIFIN,
SULONG, et al., 2014; SARAVANAN, NETHALA, et al., 2011). Estes ensaios podem ser
in vivo quanto in vitro, qualitativos ou quantitativos, a depender da resposta a ser
avaliada (CHEN, CHEN, et al., 2009). In vitro, a biocompatibilidade de um determinado
material € mensurada apés a imersao deste em fluido corporal simulado (SBF) sob
condi¢bes que simulem o plasma sanguineo, por tempos que podem ser de horas a
semanas (ARIFIN, SULONG, et al., 2014). Ao final do experimento, 0os materiais
avaliados ndo deverdo apresentar repostas negativas a viabilidade celular para ser
indicados como potenciais implantes (SARAVANAN, NETHALA, et al., 2011).

O nivel de toxicidade de um candidato a biomaterial pode ser medido
indiretamente, in vitro, através da determinacdo da atividade metabdlica das células
estudadas (CHEN, CHEN, et al., 2009; PETER, BINULAL, et al., 2010; PETER,
GANESH, et al., 2010). As células do sistema fagocitario, representadas por macréfagos
murinos peritoneais, sao utilizadas como método indireto para a deteccdo de
citotoxicidade e apoptose celular. O método baseia-se na reducédo do agente MTT (um
sal tetrazolico), por células vivas, em cristais de azul de Formazan através da atividade
enzimatica da desidrogenase mitocondrial (mitocondrial redutase) (Figura 11.11)
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(ALVES, GUIMARAES, 2015; PETER, GANESH, et al., 2010; SARAVANAN, NETHALA,
et al.,, 2011). A respiracdo celular € o parametro de medida, a qual é dependente
proporcionalmente da quantidade de Formazan formada pelas células, e ao nimero de
células que permanecem vivas na cultura (ALVES, GUIMARAES, 2015). Os anéis
tetrazdlicos sao clivados e transformam o agente MTT de um amarelo péalido para um
azul escuro apés a formacdo do azul de Formazan. Logo, a quantificacdo da reducao
do MTT a Formazan reflete, indiretamente, na viabilidade celular e auxilia a
determinacgéo desta (PETER, BINULAL, et al., 2010; PETER, GANESH, et al., 2010) e
foi escolhido como parametro do comportamento biol6gico dos compdésitos frente a uma

cultura de células.
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Figura |11.11. Reducdo do agente MTT a azul de Formazan. (Fonte:

http://www.digplanet.com/wiki/MTT_assay)
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II. METODOLOGIAS
.1 SINTESE E MODIFICACAO DA SUPERFICIE DA HIDROXIAPATITA

(HAP)

A sintese da HAP ocorreu pelo processo de reacdo e precipitacdo por via imida
(PEIXOTO, 2011). O nitrato de célcio [Ca (NO3)2.4H20], a 0,167 mol.L'! (NEON®) fonte
de ions Ca?*, foi gotejado com a vazéo de 2 mL.min%, sobre a solucdo doadora de ions
fosfato (PO.*), solucdo de fosfato de amonio difasico [(NH4),HPQO4], a 0,1 mol.L?
(NEON®). Durante o processo de precipitacao e sintese da HAP, o controle do pH do
meio reacional foi mantido em 10,4, através da adicdo de uma base de hidréxido de
amoénio [NH4sOH] (NEON®) e, sob agitacdo magnética constante. A HAP passou por um
processo de maturacao, a qual envolveu o crescimento de cristais em um periodo de 24
horas posteriormente, foi calcinada a temperaturas de 600°C por 1 hora.

A modificacdo da superficie da HAP ocorreu inicialmente com a solubilizagéo do
AE, [C1gH3602], (Sigma Aldrich®), em uma quantidade de 7 e 15% (p/p) em funcéo da
massa de HAP (HAP-M7 e HAP-M15), em aproximadamente 160 mL de solvente
organico (alcool etilico, [C:HsOH], Neon®) com a utilizacdo de calor. A HAP foi
adicionada a solugéo e a mistura AE/Etanol/HAP permaneceu em refluxo (Quimis) por
48 horas. Em seguida, todo o contetdo do sistema em refluxo foi transferido para um
Becker e permaneceu em agitacdo a temperatura ambiente até completa evaporacao
do solvente orgénico, ficando somente o pé da HAP-M (LI, WENG, 2008; NUNES,

VALERIO, et al., 2011).

lI.2. PREPARACAO DOS COMPOSITOS

A quitosana (QAP e QBP) foi solubilizada em solugéo de acido acético, formando
um hidrogel polimérico de concentracdo de 1% (p/v). Objetivando otimizar a dispersao
das particulas de HAP, e assim, evitar a sedimentacdo durante o processo de
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congelamento das amostras, um agente de viscosidade (hidroxietilcelulose, HEC,
PharmaNostra) foi adicionado ao hidrogel de quitosana em uma concentracéo de 0,3%
(p/v). Sob agitacdo magnética constante, a HAP foi lentamente adicionada sob o
hidrogel de Q/HEC e permaneceram em agitacdo durante 24 horas a temperatura
ambiente. Decorrido o tempo de homogeneizacéo, os compadsitos foram congelados a -
20°C por 48 horas e submetidos a liofilizacéo (Liofilizador LS300 TERRONI®) durante
24 horas.

A obtencédo dos compdsitos de matriz polimérica obedeceu a razéo de 66:34
(p/p) inorganico/orgéanico, razéo fisioldgica encontrada em o0ssos (PIGHINELLI,
KUCHARSKA, 2013; MUZZARELLI, 2011). A Tabela Ill.1 abaixo descreve os diferentes

grupos de amostras objeto de estudo deste trabalho.

Tabela Ill.1. Compésitos inorganico/organico (66/34 p/p): composicdo dos compdsitos

na presenca do HEC.

COMPOSITOS
CODIGO COMPOSICAO
Grupo | (Gl) HAP-P + QAP
Grupo Il (GlI) HAP-P + QBP
Grupo Il (GlII) HAP-M15 + QAP
Grupo IV (GIV) HAP-M15 + QBP
Grupo V (GV) HAP-M7 + QAP
Grupo VI (GVI) HAP-M7 + QBP

*HAP-P: hidroxiapatita pura obtida pela sintese de via umida; HAP-M: hidroxiapatita com a
superficie modificada pelo acido estearico; QAP: quitosana de alta pureza; QBP: quitosana de
baixa pureza.

l.L3. CARACTERIZACAO FISICA, QUIMICA, MORFOLOGICA E
ESTRUTURAL

111.3.1. DETERMINACAO DO GRAU DE DESACETILACAO DA QUITOSANA

A titulagdo condutimétrica foi utilizada com o intuito de determinar a quantidade

de grupamentos aminos livres protonaveis existente na estrutura quimica da molécula

71



de quitosana, e assim, definir o grau de desacetilagdo (GD) (CZUBENKO, PIEROOG,
et al., 2013).

Uma quantidade conhecida de cada amostra [100 mg, da quitosana de Alta
Pureza (AP) (Sigma Aldrich®) e de Baixa Pureza (BP) (Polymar Brasil®) ] foi dispersa
em uma solucdo de &acido cloridrico [HCI] (0,05 mol.L%), (Synth®), sob agitacéo
magnética constante por 24 horas. Seguiu-se, entdo, a titulacdo das amostras com
solucdo de hidréxido de sédio, [NaOH] (0,0986 mol.L?), (Synth®); a temperatura
ambiente. As variagbes de condutancia durante a titulacdo foram medidas por

condutivimetro lon Com 500, Portable Series Version number: MULT-01050801.

111.3.2. ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (EDL)

O tamanho e a distribuicdo das particulas de HAP, com e sem modificacdo de
superficie (HAP-P, HAP-M7 e HAP-M15), foi mensurado através do EDL, considerando-
se em primeira aproximacgdo, que todas as particulas séo esféricas (e posteriormente
confirmadas por microscopia), e os resultados foram ilustrados graficamente no qual o
eixo Y denota o numero de particulas ou a intensidade relativa da luz incidente em
funcdo do raio de giro. E importante salientar que a escolha destas duas variaveis para
representar os mesmos conjuntos de medidas nao é fortuita e foi feita considerando que
a intensidade de espalhamento é proporcional ao raio da particula a sexta poténcia e o
namero de particulas é diretamente comparavel a distribuicdo real da quantidade de
particulas. No entanto, a distribuicdo em termos de intensidade de luz é mais proxima
do que é realmente medido no EDL enquanto que a distribuicdo em termos de ndamero
de particulas é calculada desta primeira fazendo certas hip6teses sobre o espalhamento
de particulas pequenas. Outro motivo para exibir ambas as distribui¢cdes € que, como a
intensidade é proporcional ao raio de giro da particula a sexta poténcia, as particulas de

maior tamanho s&o evidenciadas mesmo se elas estiverem em pequenas quantidades.
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Por outro lado, a distribuicdo em termos de tamanho refor¢a a participacao de particulas
de menor tamanho.

As medidas foram realizadas utilizando-se 0 equipamento Zetasizer ZS fabricado
por Malvern Instruments, UK, com detector fixo em um angulo de 173° e feixe de laser
35 mW, com comprimento de onda de 632.8 nm de um laser de He-Ne, indice de
refracdo 1,3720 e viscosidade 1,22 mPa.s (25°C), e &cido acético puro como solvente.

Foi necessério suspender 3 mg de cada amostra em p6 em uma solugédo sob
agitacdo de 10.000 rpm contendo 40 mL de acido acético (afim de evitar a formagéo de
precipitados na suspensao de particulas). Posteriormente um ultrassom de ponta, com
amplitude de 35% (Cole Parmer Ultrasonic Processor Model CV18, com poténcia de
500 W), foi utilizado por trés ciclos de cinco minutos para favorecer a desaglomeracao
das particulas, formando uma suspensao homogénea. Uma aliquota desta suspensao
foi retirada a meia altura e depositada em uma cubeta apropriada para a andlise do
tamanho de particulas. Experimento realizado em triplicata. Os graficos foram

confeccionados no Software Origin Pro verséo 8.0 DEMO.

[11.3.3. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

A utilizacdo da difratometria de raios X objetivou fornecer informacdes sobre a
cristalinidade dos materiais: geometria de rede, orientagdo do cristal, identificagdo de
fases cristalinas, entre outros. Os difratogramas foram obtidos no equipamento Rigaku
Ultima+ PCDMAX em modo de varredura continua, com feixe de radiagdo CoKa com
voltagem de 40 kV e corrente de 40 mA, num intervalo de varredura 1 °/mim em 20 (10

— 60 °) largura de mascara de exposicao de 10 mm.
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l.3.4. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO

INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (IVTF)

O fornecimento de informacdes a respeito da estrutura local dos grupos
funcionais dos compdsitos em suas diferentes composicoes (Tabela Ill.1), e de seus
precursores, deu-se através da espectroscopia na regido do infravermelho. Os
espectros de IVTF foram obtidos em equipamento de espectroscopia da IRPrestige-21
Shimadzu com todas as amostras a serem avaliadas compactadas com KBr, formando
pastilhas e submetidas a analise na faixa de numero de onda compreendido entre 4000
a 400 cm?, com resolucéo espectral de 8 cm™ e acimulos de 32 espectros por varredura

para cada amostra.

[11.3.5. TERMOGRAVIMETRIA (TG/DTG)

As medidas de TGs foram executadas em um instrumento de Termogravimetria
Universal V4.5A TA Instruments, onde amostras de aproximadamente 10 mg de cada
grupo e de seus componentes isolados foram colocadas em um porta amostra de platina
aberto e o aparelho foi programado para executar uma curva de aquecimento na faixa
de 25 a 800°C, sob taxa de aquecimento constante de 10°C. min?. As curvas
termogravimétricas foram obtidas a partir do primeiro ciclo de aquecimento sob
atmosfera dinamica de argo6nio (60 mL. min't). A primeira derivada da curva TG (DTG)

foi obtida para melhor visualizar os eventos ocasionados pela perda de massa.

111.3.6. POROSIDADE POR IMERSAO

A determinacdo da porosidade média dos compositos foi avaliada segundo
metodologia descrita por SHIMOJO, PEREZ, et al. (2012). As amostras dos compadsitos
foram imersas em nitrogénio liquido [N.Liq] (White Martins) por 30 segundos e
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posteriormente, cortadas em diferentes formas, adaptadas a técnica de caracterizacado
a serem submetidas. Os cortes foram feitos com o auxilio de um bisturi com lamina de
aco carbono numero 20.

Para a execucao desta analise, foi requerida a determinacéo da densidade real
e tedrica de cada amostra calculada através da Equacao lll.1 e da Equacao IIl.2. A
Equacédo Ill.3 foi utilizada para calcular a densidade relativa dos arcaboucos dos
compositos usando a densidade de cada amostra e a densidade tedrica. Assim, a

porosidade dos compositos foi calculada conforme a Equacéo Il1.4.

massa compdsito

compoésito = ————
p p volume compésito

(Equagéo 111.1)

p tedrica = xHAP » pHAP + yP * pP (Equacgéo 111.2)
p relativa = %’:’;:O (Equagéo 111.3)
porosidade = 1 — p relativa (Equacgéo 111.4)

11.3.7. INTUMESCIMENTO

A absorgéo de fluidos (intumescimento) dos compdésitos foi avaliada apds a
imersdo em tampéao fosfato pH 7,4 sob temperatura controlada de 37 £ 2°C, utilizando-
se de um banho termostatizado Marconi® modelo MA-184. Corpos de volume de 1 cm?
foram confeccionados e pesados antes e ap0s o intumescimento, sendo avaliadas no
tempo de 24 horas. Apos o tempo, as amostras foram retiradas do meio e 0 excesso de
liquido foi removido com o auxilio de papel filtro (gramatura 80 g/m?, Unifil) e
posteriormente pesados.

A quantidade de liquido absorvido pelas amostras foi expressa em porcentagem
de ganho de massa apds o tempo decorrido, e calculada de acordo com a Equacéo I11.5

abaixo:
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% W=%x 100 (Equacéo 111.5)

S

onde, %W corresponde ao grau de intumescimento, Mi massa do compdsito apds a
imersdo e Ms massa do compoésito seco. Todas as medidas foram realizadas em

triplicata.
111.3.8. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura foi utilizada com o objetivo de visualizar a
superficie do material, parametros morfolégicos, e quando acoplado ao detector de
espalhamento de energia dispersiva (EDS), mostrar a composicao elementar.

A preparacao das amostras em pé seguiu-se com a suspensao de 2 mg de cada
amostra em propor¢cdo de solvente (&lcool isopropilico, [C3HgO], Alphatec): amostra
10:1. Posteriormente um ultrassom de ponta, com amplitude de 35% (Cole Parmer
Ultrasonic Processor Model CV18), foi utilizado durante cinco minutos para favorecer a
desaglomeracdo das particulas. Uma lixa d’agua 2000 foi utilizada para polir a porta
amostra. Um micropipetador comercial (capacidade 1-10 uL, Kasvi basic) foi utilizado
para deposicdo de uma Unica gota da solucdo sobre a porta amostra metdlico. Utilizou-
se o suporte 2HB com adesao das particulas em substrato de grafite. As imagens foram
obtidas em diversos aumentos utilizando-se de uma energia de aceleragéo de elétrons
de 0,5 kV. O material foi submetido a analise de imagem em Microscopio Eletrénico de
Varredura (FEG-SEM, JEOL JSM-7500F).

O espalhamento de energia dispersiva foi utilizado com o intuito de revelar a
composicdo elementar. As amostras foram depositadas em substrato metalico,
seguindo o procedimento adotado para o preparo das amostras para a analise
morfoldgica, e recoberta com uma pelicula de ouro. Para esta determinacéo, as imagens

foram obtidas no Microscépio Eletrénico de Varredura JEOL JSM-6500LV.
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O Microscopio Eletrénico FEG-SEM JEOL JSM-7500F foi utilizado para a
obtencdo de imagens dos compdsitos, em diversos aumentos utilizando-se de uma
energia de aceleracdo de elétrons de 0,5 a 2 kV. O compdsito foi secionado em
dimensdes apropriadas para encaixe no suporte para a microscopia e aderido a este
com o auxilio de fitas de carbono.

Os arcaboucos dos diferentes compésitos foram analisadas quanto a porosidade
utilizando-se do Microscépio Eletrénico de Varredura JEOL JSM-6500LV, sob uma
energia de aceleracao de elétrons de 10 kV e em diversos aumentos.

Todas as imagens foram adquiridas no Centro Multiusuario em Nanotecnologia

da UFS (CMNano).

111.3.9. ESPALHAMENTO DE RAIOS X A BAIXOS ANGULOS (SAXS)

Os compésitos foram analisados usando feixe monocromatico na linha de
SAXS1 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (Proposta SAXS1 — 17113), com
comprimento de onda de 1,55 A e distancia detector-amostra de 982 nm. A intensidade
de espalhamento I(q) foi expressa em unidade arbitrarias, e o espalhamento das
amostras foi obtido descontando-se o espalhamento do vazio ou do solvente usado na
suspensao da amostra, quando necessario. Foram observados os compositos em todos
seus estagios do processo de secagem: a amostra congelada, durante a liofilizacéo e o
arcabougo seco. As curvas foram confeccionadas usando o software OringinPro 8.0
DEMO.

Para avaliar a estruturacédo dos arcaboucos durante o processo de liofilizagédo
através do SAXS, medidas in situ foram realizadas acoplando-se um criostato de circuito
fechado de He (Lig), mantendo a temperatura de aproximadamente -15°C; e o controle

da pressao negativa com o auxilio de uma bomba de vacuo.
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111.3.10. TOMOGRAFIA DE RAIOS X UTILIZANDO FONTES DE RADIACAO

SINCROTRON (TCRS)

Os compdsitos secos foram analisados usando feixe branco e monocromatico
na linha de IMX do LNLS (Proposta IMX-17079). As imagens de alta resolucéo foram
capturadas usando tanto a tomografia como o contraste de fases, faixa de 0-180° em
steps de 0,18° resultando em 1000 imagens. As imagens foram reconstruidas
utilizando-se um software desenvolvido pelo pesquisador Dr. Eduardo Miqueles Xavier
do grupo de pesquisa da linha IMX do LNLS, e foram geradas utilizando-se o software

de imagens o Avizo 8.0.

[11.3.11. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (CITOTOXICIDADE)

O efeito citotoxico dos compdésitos Gl, Glll e GV em macrofagos foi estudado
utilizando o método (3- (4,5- dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT) de acordo com
MOSMANN (1983). Utilizou-se uma linhagem de macrofagos murinos (J774A.1)
cultivada em meio RPMI-1640 suplementado [10% de SBF (soro fetal de bovino), 100
mM de L-glutamina e 40 pg/mL de gentamicina] em estufa de CO; a 5% (37°C). As
células foram distribuidas em uma placa de 96 pocos (1,5 x 10° células/pogo) e ap6s 16
horas de incubacdo, as células aderentes foram tratadas com os compdsitos em
concentracdes entre 10 e 100 pg/mL em meio de cultura RPMI suplementado. 3 horas
apoés o tratamento, o meio foi substituido com meio RPMI fresco contendo 5 mg/mL de
MTT. Apés 4 horas de incubacéo adicional a 37°C, o sobrenadante foi descarregado e
solucdo de dimetilsulféxido, [C2HsOS], (Synth®) (150 uL/poco) foi adicionada a cada
placa de cultura para solubilizacéo dos cristais de formazan formados. Apds 15 min de
incubacdo a temperatura ambiente, a absorbancia do produto solubilizado MTT foi
medida espectrofotometricamente a 540 nm. Quatro cavidades individuais foram
ensaiadas por tratamento, e a atividade de reducdo de MTT foi determinada como
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porcentagem das células de controle ([absorbancia de células tratadas/absorbancia de
células nao tratadas] x 100) (ARAUJO, SANTOS, et al., 2014). Os ensaios foram
realizados no Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal de Alagoas

sob supervisdo do professor Dr. Emiliano Barreto.
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IV.  RESULTADOS E DISCUSSOES
IV.1. CARACTERIZACAO FISICA, QUIMICA, MORFOLOGICA E
ESTRUTURAL

IV.1.1. DETERMINACAO DO GRAU DE DESACETILACAO DA QUITOSANA

As curvas apresentadas na Figura 1V.1 sdo tipicas de uma titulacdo acidas —
base condutimétrica, a qual tem como principio a determinacdo da condutividade do
meio expressa em fungdo do volume do titulante. Inicialmente, ocorre a neutralizagéo
do &cido cloridrico pela adicao de hidréxido de sddio (titulante), de forma que os ions H*
provenientes do acido cloridrico presentes na solu¢do sdo substituidos pelos ions Na*,
resultando na reducao brusca da condutividade do meio. Apés a neutralizacdo do acido
forte (v1), a adicao de hidréxido de sédio promove a desprotonagdo dos grupos amino
da quitosana, promovendo ligeiro aumento da condutividade do meio. Concluida a
neutralizacdo dos grupos —NH3* presentes (v2), a adicdo de excesso de base resulta no
aumento de concentracdo de ions hidroxila na solucéo e na elevacdo da condutividade
(BEIL, SCHAMBERGER, et al., 2012). Dessa forma, o grau médio de desacetilacao da

guitosana pode ser determinado pela formula:

9%NH,="" M2 2 y 109 (Equacio IV.1)

o qual, vl e v2 correspondem aos volumes de base usados na neutralizacdo do excesso
de acido e para a neutralizacdo da amostra de quitosana protonada, respectivamente;

[base] é a concentracdo da base usada e M é a massa em mg de quitosana.
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Figura IV.1. Curva de titulagdo condutimétrica caracteristica de uma amostra de QAP e

de QBP.

Observa-se, portanto, que o GD para as quitosanas avaliadas foram de 63,49 e
95,25% para a de BP e AP, respectivamente. Comercialmente, as quitosana podem
apresentar um GD entre 60 e 100% (THEIN-HAN, MISRA, 2009; PIGHINELLI,
KUCHARSKA, 2013), demonstrando conformidade das quitosana deste estudo com os
padrbes de mercado.

Estando ciente que estas diferencas no GD, as quitosanas apresentaréo diferentes
propriedades fisico-quimicas que poder&o, ou ndo, contribuir na formagéo do compasito.
Sendo assim, a viabilidade de estudo de quitosanas de GD diferentes em compdsitos

torna-se essencial ao desenvolvimento de novos biomateriais sem distincdo de

caracteristicas.

81



IV.1.2. ESPALHAMENTO DINAMICO DE LUZ (EDL)

As Figuras IV.2 e IV.3, apresentadas abaixo, referem-se aos dados de
distribuicdo de tamanhos das diferentes amostras de HAP (HAP-P, HAP-M7 e HAP-
M15) através do espalhamento dindmico de luz (EDL). E possivel observar que a
distribuicdo ocorreu em intervalos de tamanhos préximos, com predominéncia de

particulas entre 50-250 nm.
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Figura IV.2. Histograma de distribuicdo do ndamero de particulas (%) em fungéo do

tamanho: (a) HAP-P, (b) HAP-M7 e (c) HAP-M15.

Através da curva experimental para a amostra HAP-P é possivel notar um perfil
anico de distribuicdo com tamanhos de particulas centrados em 96 nm. Comparando o0s
resultados da distribuicdo para a HAP-P e para a HAP-M7, observa-se uma reducéo no
tamanho de particulas quando a estas formam adicionados 7% de AE, chegando a 68
nm. Tal fato pode estar associado a dissociacdo de pequenos aglomerados de
particulas na HAP-P (tamanho préximo ao 100 nm), e recobrimento destas com o AE,
ja que este é inserido as particulas formadas.

A modificagdo de superficie ocorre, provavelmente, através da formagéo de
ligagBes quimicas, como as de hidrogénio, entre os principais grupos funcionais de
superficie de ambos (BARABAS, CZIKO, et al., 2013). Apesar de ser formada apenas
por 18 carbonos (HOTZA, 1997), a cadeia de hidrocarbonetos do AE forma uma barreira
mecanica na superficie da HAP, impedindo que estas aglomerem-se.

Por outro lado, a HAP-M15 revelou uma curva larga, composta por

sobreposi¢des de trés picos de 79, 147 e 248 nm de tamanho médio. Isto sugere que a
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modificacdo da superficie das particulas interferiu significativamente no tamanho delas,
e que a insercdo do AE é influenciada pelo o aumento da quantidade do lipideo.

A permanéncia da primeira populacdo em 79 nm, reforca a ideia que ocorre de
fato o recobrimento das particulas e formacdo de barreiras que limitam o seu
crescimento. Entretanto, a presenca dos demais grupos de tamanhos sugere que este
ndo é apenas o Unico mecanismo de estabilizacdo e recobrimento superficial das
particulas de HAP. Provavelmente, um excesso de AE forma mdltiplas camadas ao
redor da HAp, aumentando consigo o tamanho. Ou, simplesmente, 0 excesso de AE
adicionado forma pequenos aglomerados.

Particulas grandes tem a capacidade de espalhar mais a luz incidente do que as
pequenas, mesmo presente em pequenas quantidades. A representacdo por
intensidade auxilia na deteccédo de populacgbes de tamanhos distintos, que sob outras
condigdes (grafico de numero, por exemplo), ndo sdo facilmente visualizadas. Na Figura
IV.3 é possivel visualizar que para uma mesma amostra de HAP-P até cinco populacées
de tamanhos, sendo a mais significativa a com pico maximo em 104 nm. Para a HAP-
M15, é observada a presenca de trés picos de intensidade relativa alta na mesma faixa
de tamanho observado no gréafico de nimeros. A comparacao entre estas amostras

confirma o crescimento da HAP associado a adi¢do do AE.
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Figura IV.3. Histograma de distribuicdo de tamanho de particula em funcdo da

intensidade de espalhamento (%): (a) HAP-P, (b) HAP-M7 e (¢) HAP-M15.

Ao implantar moléculas de AE na superficie da HAP, é esperado um aumento no
seu volume decorrente da insercdo de cadeias de hidrocarbonetos, caracteristica do
AE, o que foi observado apenas para a amostra de maior concentragdo (HAP-M15).
Alguns materiais sdo 6timos estabilizantes de superficie, tais como substancia com

longas cadeias, elas recobrem a particula e ‘impedem’ seu crescimento. Este efeito esta
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associado a estabilizac&o estérica ou eletrostatica. Segundo BARABAS, CZIKO, et al.
(2013), os grupos hidroxilas da HAP localizados na superficie da particula podem formar
ligacdes de hidrogénio com outras substancias, tais como polimeros (relatado em seu
trabalho), prevenindo a sua aglomeragéo, através de uma estabilizacao estérica.

A estabilizacao estérica dependerd das propriedades de superficie da particula,
do agente modificador de superficie e da camada formada apds sua inclusao.
Geralmente, ela esta associada a adsor¢éo de longas cadeias a superficie da particula.
O AE, apesar de ser formada por uma cadeia de apenas 18 carbonos, pode estabilizar
suspensodes de particulas também por adsorgéo, porém seu mecanismo ocorre por uma
estabilizacdo semi-estérica (HOTZA, 1997).

O AE interage com a superficie da HAP através de ligagGes de hidrogénio entre
a porc¢ao polar do lipideo e os grupos hidroxilas de superficie (Figura IV.4). As cadeias
de hidrocarboneto servem de barreira mecénica, impedindo a aproximacdo das

particulas, e consequentemente, freando seu crescimento ou aglomeracao.

.(\1 OH + C7 HiLCOOH — .—(‘.il XOCC H,u+ HL
AFE

HAP

nCy7 Hs;
reagdo

Figura IV.4. Equacéo global de esterificacdo da HAP com o AE. (Fonte: Adaptado de

LI, WENG, 2008)

Contudo, esta afirmativa ndo segue para a HAP-M15, pois 0 aumento da
concentracdo do AE ndo levou somente a um aumento no tamanho da particula.

Possivelmente, a quantidade de AE utilizada foi maior do que 0 necessario ao
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recobrimento da particula, formando aglomerados de AE que contribuiram para este
resultado.

LI, WENG (2008) observaram em estudo semelhante, no qual foi avaliado a
influéncia da concentragdo do AE no grau de interagdo com a superficie da HAP, um

ligeiro aumento na distribuicdo de tamanhos apés a funcionalizacao da superficie.

IV.1.3. DIFRATOMETRIA DE RAIOS X (DRX)

A difratometria de raios X foi uma importante técnica que permitiu analisar as
fases cristalinas, identifica-las e avaliar a influéncia da composi¢éo na relacdo estrutural
do material produzido. A ficha ICSD 151414, correspondente ao padréo cristalogréafico
da hidroxiapatita, foi utilizada para efeitos de comparacdo e confirmacéo da presenca
desta nos compdsitos (ANDRADE, DA SILVA, 2004), e esta representada na parte
inferior da Figura IV.5. As Figuras IV.5, IV.6 e IV.7 exibem o difratograma das amostras
estudadas.

A Figura IV.5 mostra que ha formacao da HAP hexagonal através da presenca
dos picos de alta intensidade (relacéo sinal ruido) entre 29 e 37°, correspondentes aos
planos cristalinos (002), (211), (112) e (300) para hidroxiapatitas (KALITA, VERMA,
2010; HE, CHANG, et al., 2012; KUMAR, GIRIJA, et al., 2010). A amostra de HAP-P
apresentou-se como fase Unica, ja que nenhuma fase adicional foi encontrada em seu
difratograma. Ha predominancia de picos alargados de baixa intensidade,

provavelmente relacionados ao tamanho manométrico dos cristais de apatita.
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Figura IV.5. Difratograma de raios X das hidroxiapatitas, do AE e do padréo.

A modificagdo da superficie da HAP com o AE ndo alterou a caracteristica
estrutural desta, sendo observados apenas a reducdo da intensidade dos principais
picos de difracdo da HAP ocasionados pelo AE. ZHANG, LI, et al. (2012), utilizaram a
difratometria de raios X para verificar a influéncia do AE no recobrimento de particulas
de apatita para adesdo ao titanio. Eles observaram que o perfil de difracdo se
assemelhava, indicando que o processo de recobrimento ndo altera a cristalinidade da
amostra. Contudo, LI, WENG (2008) e NUNES, VALERIO, et al. (2011), em trabalhos
semelhantes de funcionalizagdo e recobrimento com AE, observaram pequenas
alteracdes do perfil cristalografico da HAP ocasionados pelo AE. Estes, porém, podem
estar relacionados ao processo de recristalizacdo do AE nos diferentes solventes

utilizados nestes trabalhos, assumindo um perfil diferente da amostra isolada. Isto é
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caracteristica de materiais polimorfos, 0s quais recristalizam sob diferentes formas apoés
solubilizacdo em diferentes solventes.

As Figuras IV.6 e IV.7 apresentam os difratograma de raios X dos polimeros
(QAP, QBP e HEC), e seus respectivos compositos. Materiais poliméricos possuem um
nivel de organizacdo estrutural irregular 0 que caracteriza, em sua maioria, em
amorficidade e/ou semi-cristalinidade. As quitosanas (QAP e QBP) e o HEC
apresentaram duas linhas de difrac&o alargadas: um de pequena intensidade (16° para
QAP; 13,6° para QBP; 13,8° para HEC) e outro de maior intensidade (20,2° para QAP;
23,6° para QBP; 23,6° para HEC), caracteristicos da estrutura contendo ligac6es N-
glucosaminas presentes em estruturas poliméricas derivadas da celulose (PETER,
BINULAL, et al., 2010; HE, CHANG, et al., 2012; AZEVEDO, SIZILIO, et al., 2011). A
presenca de ambos os picos em 20 para a quitosana esta interligado a associa¢ao dos
planos (001) e (100) (LIU, CHEN, et al., 2014; SAMANTA, RAY, 2014). A HEC
apresentou ainda dois outros picos em 37° e 53,5° em 20 (KALYANI, SMITHA, et al.,
2006).

O difratograma de raios X para os compositos (Figuras IV.6 e IV.7) se
assemelharam aos da HAP com e sem modificacdo, para seus respectivos grupos. A
presenca do polimero ndo ocasionou nenhuma alteracédo significativa no difratograma,
ja que estes sao predominantemente amorfos. Confrontados com o padrdo da HAP
(Ficha ICSD 151414), os compésitos exibiram picos situados na mesma regido,

confirmando a presenca desta bioceramica.
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Figura IV.6. Difratograma de raios X dos compositos de QAP e do padrao

cristalogréafico da HAP.
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Figura IV.7. Difratograma de raios X dos compdésitos de QBP e do padréo cristalografico

da HAP.

90



A alteracdo da composi¢do dos compositos e a alta fragdo de inorganicos nas
amostras contribuiram para as diferencas no grau de cristalinidade destes, observando-
se 0 aumento da intensidade relativa apés a insercdo do AE na HAP e do aumento de
sua concentracdo. Os grupos | e Il, formados por HAP-P, apresentaram menor
intensidade de picos quando comparados aos grupos V e VI, por exemplo, 0s quais

continham HAP-M7 (7% de AE).

IV.1.4. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO

INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (IVTF)

Os espectros na regido do infravermelho para a HAP-P, HAP-M7, HAP-M15 e
AE estdo representadas na Figura IV.8. A identificagdo e atribuicdo dos grupos
funcionais, essencialmente hidroxilas, fosfatos e metilas/metilenos, foram determinantes
na caracterizagdo e comprovagado da reacdo de modificagdo de superficie. Nota-se a
presenca de picos associados a vibragfes de ions fosfatos em 1090, 1036, 962, 602,
566 e 472 cm™. Picos localizados em 1090, 962 e 566 cm™ atribuem-se ao estiramento
dos fosfatos (PO). Vibracdes deformacionais dos fosfatos (P-O, P=O e O-P-O) séo
apresentadas com um pico intenso em 1036 cm, um fraco em 602 cm™ e outro em 472
cm™. Observa-se também o surgimento de picos correspondentes ao estiramento de
hidroxilas: em 3570 e 630 cm™, relacionado ao OH- de constituicdo do material, e em
3456 e 1638 cm, a 4gua adsorvida (CAI, TONG, et al., 2009; XIANMIAO, YUBAO, et
al., 2009; BARABAS, CZIKO, et al., 2013). A presenca de grupos carbonatados (COs%)
€ comumente encontrada em apatitas sintéticas e em ossos naturais (TAl, FU, et al.,
2012). O surgimento de grupos carbonatados na HAP é bastante caracteristico do
método de precipitacao por via Umida e possui uma relacao estreita com a solubilidade
desta, sendo que a existéncia destes grupos leva a uma maior solubilidade do material
(PALUSZKIEWICZ, BLAZEWICZ, et al., 2008; LIMA, 2010).
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Figura IV.8. Espectros de absorcdo na regido do infravermelho para as hidroxiapatita

(HAP-P, HAP-M7 e HAP-M15) e AE.

No espectro do AE, sdo observados picos em: 721 cm, referente a deformacéo
de alcenos dissubistituidos e picos em 2917, 2859 e 1470 cm?, associado ao
estiramento de grupos metil e metilenos. Observa-se também um pico em 1707 cm™?
correspondente ao grupo carboxilico. Uma banda em 3464 cm referente a hidroxilas
oriundas de agua adsorvidas é visualizada, provavelmente fixadas apds a compactagéo
das pastilhas de KBr. Uma banda em 1414 cm™ de pequena intensidade é atribuida a
fons carbonaceos.

A funcionalizacé@o da superficie da HAP pela inser¢éo do AE é verificada através
de uma andlise minuciosa entre os espectros (Figura IV.8). Pequenos deslocamentos
em alguns picos e bandas caracteristicas da HAP forma observados e estdo descritos
na Tabela IV.1. Podem ser encontrados ainda picos adicionais, ndo visualizados no

espectro da HAP pura, caracterizando a modificacdo da superficie. A banda em 1546
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cm? é devido a vibracédo de grupos COO"Ca* originada na reacéo e esterificacdo entre
fons Ca?* e COOH da HAP e AE, respectivamente (LI, WENG, 2008).

Outra caracteristica que permite sugerir que a funcionalizacéo foi efetiva esta na
presenca de grupos metil e metileno do AE na regido compreendida entre 2920-2840
cmt, ausente no espectro da HAP pura. A funcionalizagdo das particulas de HAP indica
uma melhor afinidade entre estes nanocristais e suspensfes organicas (LIMA, 2010). A

descriminacgéo dos grupos principais analisados encontra-se na Tabela V.1 abaixo.

Tabela IV.1. Comprimentos de onda caracteristicos da HAP-P, HAP-M7, HAP-M15 e do

AE.
GRUPOS CARACTERISTICOS | HAP-P HAP-M7 HAP-M15 AE
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
-OH (constituicao) 3570 3572 3572 -
630 632 632
-OH (4dgua adsorvida) 3456 3412 3442 3464
1638 1618 1638
1637
-PO* 1090 1093 1096 -
1036 1033 1034
962 962 962
602 603 604
566 567 566
COs* 1458 - 1414 1414
1404
O-P-O 472 - 472 -
R-C=C-R - - 722 721
CHs- e CH- - 2918 2918 2917
2956 2859 2859
2848 1464 1470
-COOH - - 1704 1707
-COOCa* - 1556 1546 -

A andlise dos espectros IVTF dos polimeros presentes na Figura 1V.9, revelou
caracteristicas importantes a respeito de suas estruturas. As quitosanas apresentaram
uma intensa banda em 3450 cm relacionada a estiramento vibracional de hidroxilas e
aminas primarias; uma banda de deformacé&o axial C=0 em 1640 cm, correspondente
a amida | ou moléculas de H2O; um pico de deformag&o angular simétrica de CHz em
1380 cm; bandas de estiramento assimétrico de C-O-C em 1156 cm™ e vibragdes de

estiramento de C-O em 1072 e 1024 cm™* (HE, CHANG, et al., 2012; KUMAR, GIRIJA,
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et al., 2010; SARAVANAN, NETHALA, et al., 2011; SAMANTA, RAY, 2014; ARCHANA,
SINGH, et al., 2013; CZUBENKO, PIEROOG, et al., 2013). A presenca de grupos amida
| nos espectros da quitosana esta associada a N-acetilacdo parcial da quitina, precursor
deste polimero, correlacionando-se ao seu grau de desacetila¢cdo. Quanto mais intensa
for esta banda, maior o nimero de grupos amidas | na estrutura e, assim, menor o grau
de desacetilacdo (PETER, BINULAL, et al., 2011; BEIL, SCHAMBERGER, et al., 2012).
Entretanto, ndo foram observadas diferencas nas intensidades das bandas de
deformacéo axial das amidas |, em 1640 cm™, para ambas as amostras. Por tratar-se
de uma andlise qualitativa, esta diferenca ndo pode ser observada; sendo necessaria

andlise quantitativa (titulagdo condutimétrica) para inferir tais resultados.

HEC
C=O\\
AN /

-0 QAP

/N
-OH CH3
\‘ QBP
| ! I ! I ! I ! I ! I ! I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura IV.9. Espectros de absorc¢&o na regiao do infravermelho para QAP, QBP e HEC.

O espectro da HEC (Figura 1V.9) apresentou uma banda intensa em 3468 cm
referente a grupos hidroxilas de sua estrutura, picos de baixa intensidade em 1640 cm”
! correspondentes a deformacéo axial de C=0 ou moléculas de H,O, e estiramento de

C-O em 1048 cm™ (KALYANI, SMITHA, et al., 2006; HE, CHANG, et al., 2012).
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A partir da analise dos espectros no infravermelho dos compadsitos (Figuras IV.10
IV.11), observa-se que a interacdo dos grupos funcionais dos constituintes isolados
resultou em suas formacdes. Todos 0s espectros apresentaram-se semelhantes, com

apenas pequenos deslocamentos na posi¢do de seus principais picos.

GV (QAP + HAP-M7)

Glll (QAP + HAP-M15)

3=

PO
Q(QAP + HAP-P)

I T T T T T T T T T T T T T T
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GV (QAP + HAP-M7)

Gl (QAP + HAP-M15)
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I T T T T T T
2000 1500 1000 500
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Figura1V.10. (a) Espectros de absor¢do no infravermelho dos compdsitos Gl, Glll e GV,
constituidas de QAP, HEC e hidroxiapatita com e sem modificagdo de superficie; (b)

Espectros ampliados na regido entre 2000 a 400 cm™.
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Figura IV.11. (a) Espectros de absorcao no infravermelho dos compdsitos GllI, GIV e
GVI, constituidas de QBP, HEC e hidroxiapatita com e sem modificacdo de superficie;

(b) Espectros ampliados na regido entre 2000 a 400 cm™.
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Observou-se um alargamento da banda situada em 1098 e 1040 cm?,
corresponde a interacao entre o polimero e os ions fosfatos da HAP. Os picos em torno
de 1600 cm? correspondem a -NH; da quitosana e -OH adsorvidas. Uma banda larga
entre 3500-3300 cm™ corresponde as hidroxilas e aminas da quitosana. As vibracdes
em 564, 602 e 1044 cm™? correspondem a ions fosfatos. O estiramento de grupos
hidroxilas presentes nas HAP’s situada em 3570 cm™ desapareceram apés a formacéo
do composito, levando a sugerir que estes podem estar sobrepostos aos grupos —NH»
e —OH dos polimeros (devido a sua abundancia), bem como ser um dos pontos de
interacdo. Segundo XIANMIAO, YUBAO, et al. (2009), o desaparecimento do pico
correspondente aos ions hidroxilas da hidroxiapatita provavelmente esta relacionado a
interacdo entre este e 0s grupos hidroxilas e aminas da quitosana, formando pontes de
hidrogénio, os quais absorvem na faixa de comprimento de onda situado entre 3500-
3300 cm™.

O tipo de quitosana utilizada na confec¢é@o dos compositos nao interferiu no perfil
dos espectros. Entretanto, foram observados picos adicionais, referentes a HAP-M nos
grupos os quais continham o AE. A HAP funcionalizada com AE apresenta pequenos
picos na regido compreendida entre 2920-2840 cm?, referente a presenca de grupos
metil e metileno, como relatado anteriormente. Ela foi utilizada com o intuito de melhorar
a afinidade entre os nanocristais de hidroxiapatita e o material orgéanico.

A reducdo da intensidade do pico em 1546 cm™ e deslocamento para valores
menores (proximo a 1524 cm, e variavel para cada composi¢do) indicam a existéncia
de uma provavel interacdo entre o PO,* e o NH3" da HAP e quitosana, respectivamente.
Do ponto de vista quimico, as particulas de hidroxiapatita ancoram sob a superficie do
arcabouco polimérico QS + HEC através de ligacdes idnicas proporcionados por grupos
carregados negativamente (C-O- e -O-H) da quitosana ou dos grupos aminos. BABAEI,
JAHANSHAHI, et al. (2013) estudaram a producao de compdsitos através da sintese in
situ da hidroxiapatita em uma dispersdo polimérica, e sugeriram que estes grupos
funcionais seriam os responsaveis pela formac¢do de camadas alternadas de conteudo

97



organico e inorganico ao longo da estrutura do compésito. Os ions calcio eram atraidos
por carbonilas e aminas do polimero; por sua vez, os ions célcio atraiam os ions fosfatos
da suspenséo, formando cristais de hidroxiapatita; estes fosfatos atraiam os grupos
quimicos carregados do gel polimérico, e as camadas eram formadas pela alternancia
de polimero e inorganico. No trabalho destes autores, a hidroxiapatita foi formada pela
introducdo de seus precursores a dispersao polimérica e pelo ancoramento de seus
ions, apds suspensdao, ao polimero. Esta proposicdo também foi indicada por TANASE,
POPA, et al. (2011) ao trabalhar com a confeccdo de arcaboucgos pela precipitagéo de
fosfato de calcio pela adicao de cloreto de calcio e fosfato de sédio ao polimero.

A formacdo do compdsito foi sugerida também pela visualizacdo de um
alargamento da banda situada em 1098 e 1040 cm™ (interacdo entre o polimero e os
fons fosfatos da HAP); desaparecimento do pico em 3570 cm™ (de hidroxilas da HAP),
com base no exposto por XIANMIAO, YUBAO, et al. (2009). Estes autores declararam
que o desaparecimento do pico correspondente aos ions hidroxilas da hidroxiapatita
provavelmente esta relacionado a interacdo entre este e os grupos hidroxilas e aminas
da quitosana. O tipo de quitosana utilizada na confec¢do dos compdésitos nao interferiu
no perfil dos espectros.

Outro indicio de formacao do composito esta na presenca de picos em 1654 cm”
1 apenas nos compdsitos, constatando que ha formacdo também de ligacdes de
hidrogénio entre —NH; e —OH, semelhante ao que é encontrado em componentes do
tecido 0sseo (LI, SUN, et al., 2011).

Um exame minucioso dos Grupos lll, IV, V e VI (aqueles que contem AE)
apontam diferencas entre eles. S&o visualizados picos referentes a cetonas, em 1682 e
1684 cm, acido carboxilico, em 1704 e 1702 cm™, e acido carboxilico saturado, em
1718 cm’l, apenas nos grupos € na amostra precursora com maior teor de AE. A
presenca destes grupos funcionais leva a sugerir que, nesta razdo, o AE pode estar em
excesso, 0 que poderd alterar algumas das caracteristicas dos compositos apds seu
preparo, e consequentemente, afetar suas propriedades. O julgamento desta hipétese
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podera ser realizado com o auxilio de outras técnicas de caracterizacdo, tais como, 0
TG.

A analise no infravermelho dos compdsitos seguiu-se com a analise detalhada
dos principais picos e bandas surgidos em seus espectros, e séo listados na Tabela IV.2

abaixo.
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Tabela IV.2. Comprimentos de onda caracteristicos das hidroxiapatitas e dos

compdésitos.
GRUPOS Gl Gl Gl GV GV GVI
FUNCIONAIS
O-P-O 472 472 474 474 - -
-POs* 564 564 566 566 565 567
602 602 602 604 601 601
960 960 962 960 962 962
1044 1038 1038 1040 1033 1031
1094 1094 1094 1094 1043 1043
1093 1093
Estiramento 1156 1152 1154 1156 1153 1159
assimétrico C-O-C
(polimeros)
CO3* 1420 1420 1412 1412 1413 1417
1422 1422
CHs. e CHa. 1458 1458 1460 1458 - -
- - 2850 2850 2850 2848
2918 2920 2916 2914
-COOCa* (HAP) 1544 1544 1524 1526 1529 1541
1544 1544 1554 1559
-OH (adgua 1638 1638 1628 1626 1631 -
adsorvida/HAP e 1638 1638
polimeros) /
Deformacéo axial de
C=0 de amida |
(polimeros)
Amida 1652 1652 1652 1652 1656 1654
Cetona - - 1682 1684 - -
-COOH - - 1702 1702 - -
1718 1718
-OH (agua 3460 3462 3454 3458 3340 3390
adsorvida/HAP e 3442 3435
polimeros) e
NH2(polimeros) /
Estiramento
vibracional
Estiramento -OH 632 634 632 632 634 632
(constituicdo/HAP) 3566 3564 3568 3568 3570 3568
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IV.1.5. TERMOGRAVIMETRIA (TG/DTG)

A termogavimetria, ou andlise termigavimétrica (TG), € utilizada na observacéo
da estabilidade de um material através da variacdo de massa frente a alteracBes de
temperatura/tempo sob uma atmosfera controlada. Diversas informacdes a respeito da
fisica e quimica de um material podem ser extraidas a partir da andlise destes resultados
(ANTUNES, 2003).

A TG é considerada a metodologia mais importante na avaliacdo da estabilidade
térmica de polimeros e seus derivados (ARCHANA, SINGH, et al., 2013), por isto foi
utilizada na averiguacdo da contribuicdo do componente polimérico na producdo dos
compositos, bem como, avaliar a influéncia da concentracéo do agente modificador de
superficie no recobrimento das particulas de HAP, e na produgdo dos compdsitos.

As curvas de TG/DTG das hidroxiapatita e do AE estdo apresentadas nas
Figuras IV.12 e IV.13, e suas perdas de massa e respectivas temperaturas descritas ao
longo do texto. As perdas de massa associadas a HAP-P foram relativamente baixas, e
exibiram dois eventos de perda em porcentagem menor que 2%, sendo a primeira perda
de 1,74%, na faixa de temperatura entre 32 e 247°C com Tpico = 54°C na curva de DTG,
com a segunda perda de 0,62%, a partir de 250°C com Tpico = 759°C na curva de DTG.
Por tratar-se de um produto higroscopico, a primeira perda (Am= 1,74%) corresponde a
liberacdo de agua adsorvida e agua da constituicdo do material (KALITA, VERMA,
2010). A segunda perda apresenta um percentual de 0,62%, estando relacionada a
decomposigdo de seus constituintes e eliminacdo de grupos/ions carbonaceos (SUN,

LIM, et al., 2010; WILSON JR., HULL, 2008; BAYBAS, ULUSOY, 2012).
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Figura IV.12. Curvas de TG e DTG para a HAP-P, HAP-M15 e HAP-M7, obtidas na
razéo de aquecimento de 10°C/min em atmosfera de argbnio, fluxo de gas de 60

mL/min.

KUMAR, SRINIVASAN, et al. (2011) produziram hidroxiapatita cuja perda de
massa foi invariavel ao longo da temperatura. Eles atribuiram a alta estabilidade térmica
como caracteristica das nanoparticulas de HAP. No trabalho de SON, APPLEFORD, et
al., (2011), nenhuma mudanca na porcentagem de residuos para a HAP isolada foi
visualizada. As perdas de massa significativas para a hidroxiapatita ocorrem a

temperaturas altas, acima do 850°C, com a perda de grupos hidroxilas (OTHMANI,
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AISSA, et al., 2013). O processo de dehidroxilacdo (perda de grupos hidroxilas) inicia-
se quando a amostra é submetida a temperaturas elevadas, acima de 1200°C (ARIFIN,
SULONG, et al.,, 2014), o que confirma os eventos apresentados correspondem
realmente a desidratagéo e eliminacdo de compostos carbonéaceo.

Nota-se a partir das curvas TG/DTG da HAP-M15 (Figura 1V.12), que esta
apresentou suas perdas de massa mais pronunciadas, quando comparados as da HAP
- P. O primeiro, em uma faixa de temperatura entre 34-108°C, indica uma perda de
0,60% atribuida também a evaporagéo de agua (devido ao preparo e armazenamento
do material). A segunda, com temperatura entre 134 a 301°C (Tico = 220°C na curva
DTG) e perda de massa de 8,34%, uma terceira perda de 5,91% (Tpico = 340°C na curva
DTG) e um quarto processo de perda de massa de 1,15% (Tpico = 485°C na curva DTG)
atribuida a decomposicdo térmica com liberacdo de diéxido de carbono a partir de
material carbonatado da apatita. O segundo e terceiro processos de perda de massa da
HAP-M15 podem estar associadas a presenca de grupos organicos em suas estruturas
oriundas do AE. O AE apresentou apenas uma perda de massa (Am = -99,5%) com Typico
em 263°C na curva DTG (Figura 1V.13). A funcionalizacdo levou a adicdo de grupos
organicos a superficie do composto inorganico ocasionando as alteracdes entre as
curvas de TG/DTG destas substancias. Segundo a literatura, a perda de massa do AE
ocorre em temperaturas préximas a 297°C relacionados a sua decomposicdo térmica

seguida de eliminag@o de material carbonaceo (ALMEIDA, COSTA, et al., 2012).
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Figura IV.13. Curvas de TG e DTG para o acido estearico (AE), obtidas na razédo de

aguecimento de 10°C/min em atmosfera de argbnio, fluxo de gas de 60 mL/min.

Para confirmar a contribuicAo do AE e entender qual a sua funcdo nos
compasitos, uma concentracao reduzida de AE foi utilizada na modificagéo de superficie
(7%, p/p) e foi observada a presenga dos mesmos eventos descritos para a ceramica
com concentracdo maior de AE, entretanto, com uma redugdo brusca na intensidade
destes. Resultado esperado, ja que a relacdo de intensidade esta e funcdo da
concentracdo do AE. E visto um desmembramento do terceiro evento térmico entre 300
e 600°C em trés novos (ver Figura IV.12), estes novos eventos estdo sobrepostos. O
primeiro evento para a HAP-M7, em T, = 162°C na curva DTG, foi deslocado a

temperaturas mais baixas (HAP-M15, Tpico = 216°C na curva DTG). Mostrando que a
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estabilidade térmica das particulas de HAP de superficie modificada podem estar
associadas ao aumento da concentragdo do AE.

A adicdo de compostos de base organica a superficie de material inorganico,
como a HAP, alterou o perfil térmico. OTHMANI, AISSA, et al. (2013) observaram que
0 aumento da concentracdo de acido etidronico na superficie da HAP promoveu
mudancas nas razGes de perda de massa. Estas aumentaram com o aumento da
concentracdo do acido, devido, principalmente, a liberacdo de material organico na
decomposicéo térmica acima de 500°C.

Todas estas alteragbes em fungédo da quantidade de AE implicam na deducgéo
de algumas hipéteses. A primeira seria a presenca de AE livre na amostra e a segunda,
a forma sob qual estaria. Quando se correlaciona estes resultados aos relatados na
espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (IVTF), a primeira hipotese
poderia ser confirmada, ja que foram visualizados picos adicionais a HAP-M15 e aos
compasitos por ele formados.

A Figura IV.14 representa as curvas TG e DTG para as amostras poliméricas
(Quitosana AP e BP, e HEC). Foram observados trés eventos de perda de massa para
a QAP com Tpico = 55 e 303°C na curva DTG, para as duas primeiras perdas. A primeira
corresponde a liberagéao de agua adsorvida e de constituigdo do material (Am = -12,72%)
(AZEVEDO, SIZILIO, et al., 2011; SUN, LIM, et al., 2010). A segunda, relacionada ao
inicio da decomposi¢éo das cadeias poliméricas da quitosana, apresenta um percentual
de 44,76% (ARCHANA, SINGH, et al., 2013; DOU, ZHU, et al., 2011). Observa-se
também o inicio de um terceiro evento em 418°C, através do declinio da curva TG da
amostra, porém, ao observarmos o DTG nao é possivel inferir a Tyico. Certamente, esta
perda esta associada a eliminacdo de material carbonaceo (AZEVEDO, SIZILIO, et al.,
2011). O inicio da decomposicao térmica da quitosana da-se pela quebra aleatoria de
suas ligaces glicosidicas e formacao de pequenos acidos graxos de 2, 3 e 6 carbonos
(SAMANTA, RAY, 2014). O perfil térmico da QBP mostra-se semelhante, contudo como
grau de pureza deste material é baixo, as porcentagens de perdas de massa
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apresentaram-se diferentes: 12 perda - Tpico = 48°C na curva DTG e Am = -9,06%; 22
perda - Tpico = 297°C na curva DTG e Am = -51,26%; 32 perda — Tpico = 621°C na curva

DTG e Am = -25,05%.
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Figura IV.14. Curvas de TG e DTG para a QAP, QBP e HEC, obtidas na razdo de

aquecimento de 10°C/min em atmosfera de argonio, fluxo de gas de 60 mL. min™.

Por apresentar uma estrutura quimica bastante semelhante as quitosanas, o -
HEC (Figura IV.14) também apresentou trés perdas de massa: 12 perda — Tpico DTG =
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53°C e Am = -10,60%; 22 perda — Tpico DTG = -294°C; e assim como demonstrado na
curva TG da QAP, apenas o inicio do terceiro evento de perda, correspondente a
eliminacdo de material carbonaceo, pode ser visualizado (KALYANI, SMITHA, et al.,
2006). Os derivados de celulose apresentam o mesmo perfil de decomposigéo térmico,
com inicio de quebra da cadeia do polissacarido a temperaturas acima de 400°C (HE,
CHANG, et al., 2012).

Com o intuito de averiguar a interferéncia dos constituintes na interagéo e
formacdo dos compdsitos na estabilidade térmica, a TG também foi utilizada para os
grupos de compdsitos. As Figuras IV.15 e V.16 exibem o perfil térmico dos compadsitos

agrupados pelo tipo de quitosana (QAP e QBP) utilizada.
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Figura IV.15. Curvas de TG e DTG para o Gl, Glll e GV, obtidas na razdo de

aquecimento de 10°C/min em atmosfera de argonio, fluxo de gas de 60 mL. mint,
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Figura IV.16. Curvas de TG e DTG para o Gll, GIV e GVI, obtidas na razdo de

aquecimento de 10°C/min em atmosfera de argonio, fluxo de gas de 60 mL. mint,

As curvas TG/DTG do composito Gl apresentaram quatro eventos de perda de
massa com 0s seguintes percentuais e faixas de temperatura: 33 — 95°C (Am = -5,47%),
95-203°C (Am = -2,46%), 214-412°C (Am = -22,38%) e 412-711°C (Am = -9,53%).
Todas as curvas apresentaram quatro eventos de perda de massa em faixas
semelhantes de temperatura (ver Tabela IV.3 e Figuras IV.15 e IV.16). A formacéo de
uma estrutura interligada por ligacdes quimicas ibnicas entre a hidroxiapatita e a
guitosana promoveu modificacéo no perfil térmico dos compositos, ja que a HAP isolada
ndo contribui significativamente nas perdas, pois sua maior perda esti associada a
desidratacao. Somente através da interacao e formacédo de novos grupos quimicos entre
a carga inorganica e o polimero é que o perfil térmico altera, originando novos eventos

de perda de massa.
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Os Gruposl I, IV, V e VI, além da quitosana, HEC e HAP, apresentam fragmentos
de AE derivado da modificagédo da superficie da hidroxiapatita. Quando comparados 0s
Grupos | e lll, por exemplo, as diferencas se intensificam no 3° e 4° eventos. Este
fendbmeno pode estar associado ao tipo de interagdo ocorrida na formagéao do composito

na presenca do AE.

Tabela IV.3. Valores de perdas de massa e faixas de temperatura em gue ocorreram

para cada compasito.

1° 2° o o
EVENTO EVENTO 3° EVENTO 4° EVENTO
°C % | °C % | °C % | °C %
%AP+ HAP-P) | 395 547 ggé 2,46 ill‘;' 22,38 ‘;1121 9,53
Gll
(QBP + HAP- | 32-94 554 ggé 2,35 i%%‘ 23,77 4%27- 9,5
P)
GllI
90- 163- 404-
I(\5|31,AE\3|)3+HAP- 3490 4,63 ;oo 208 o0 2600 S0 1213
GlvV
98- 191- 409-
I(\§|31|35|)3+HAP- 3498 556 o1 274 o 2560 oo 12,80
GV
(QAP + HAP- 30-80 5,94 fgé 4,33 i%%’ 16,94 ‘;%%' 5,66
M7)
GVI
(QBP + HAP-  [3087 447 50 ago Dt 1952 300 200
M7)

O aumento da quantidade de AE na composicdo da HAP alterou a quantidade
de residuos formados a cada faixa de decomposicéo térmicas. Comparando-se o Glll e
0 GV observa-se que a partir do 2° evento a quantidade de material decomposto € maior
guando a concentracdo do AE é maior. Fendmeno presumivel, ja que o aumento da
quantidade de AE aumentara a quantidade de grupos organicos a serem decompostos.
O Grau de pureza do polimero ndo modificou o perfil das curvas de TG dos

compositos. A exemplo, os Grupos V e VI tiveram seus percentuais de decomposicao
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alterados em trés dos quatro eventos, com alternancias dos valores de massa devido
ao tipo de quitosana. Um outro ponto observado ainda sobre os Grupos V e VI é a
reducdo da temperatura de decomposicado de 406°C para 399°C.

Normalmente, observa-se nos trabalhos da literatura que a alteracdo da
composicdo modifica a estabilidade térmica do material, o que foi observado para os
compdésitos produzidos nesta tese. Entretanto, o aumento da estabilidade esta
associado ao aumento da carga inorganica na composicdo, com o deslocamento do
inicio da decomposicdo (KUMAR, SRINIVASAN, et al., 2011; HE, CHANG, et al., 2012).
Na presente tese, a concentragdo de componentes organicos foi aumentada, e

consequentemente a estabilidade foi alterada.

IV.1.6. POROSIDADE POR IMERSAO

Os compositos esponjosos foram preparados a partir de uma mistura de
polimeros (QUI e HEC) com diferentes tipos de HAP (P, M7 e M15) seguindo o
procedimento técnico por congelamento seguido de liofilizagdo. A Figura V.17
apresenta a razdo de porcentagem de poros nos compositos em funcao de sua
composi¢do. Os dados foram calculados seguindo o principio de Arquimedes, de
variacdo de volume de solvente de imersédo promovida pelas diferentes densidades dos

arcabougos (detalhes das equacdes na secao de descricdo da metodologia).
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Figura IV.17. Gréfico da porosidade dos diferentes compositos.

Nenhuma diferenca significativa (p<0,05) da media comparada entre si usando Anova de uma via com pos-

teste de Tukey.

Observa-se que o grau de porosidade das amostras permaneceu entre 71 e
90%, demonstrando que a metodologia de confeccao dos compdsitos origina estruturas
extremamente porosas, estabelecendo mais um requisito para a biocompatibilidade
(presenca de poros para o crescimento celular). A porosidade relatada na literatura pode
variar de 24 a 96%.

O tipo de quitosana ndo contribuiu significativamente para a mudanca de
porosidade dos arcaboucos. Examinando os grupos Gl e Gll, por exemplo, a variacdo
de poros entre eles foi de -1,02 com p<0,05 j& que em média, apresentaram-se como
Gl= 86,85, e desvio padréo de 3,75; e o Gll = 87,87, e desvio padrdo de 4,45.

As particulas de HAP por si s6 apresentam impacto significativo na porosidade

de arcaboucos. Materiais poliméricos apresentam baixa taxa de formacédo de poros,
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devido a uma maior reticulacao de rede e compactacéo das fibras que se reorganizam
durante o congelamento, e permanecem durante e apos a liofilizagdo. A adicdo de
elementos extras promove extensdao das cadeias, e alargamento das cavidades ou
formagéo destas. SHIMOJO, PEREZ, et al. (2012) observaram que o aumento de um
dos componentes do hibrido de estudo (acido hialurénico e quitosana) promovia a um
maior nimero de poros. KUCHARSKA, BUTRUK, et al. (2012) verificaram que o
acréscimo no teor de TCP em arcaboucos de quitosana promovia, além de mudancas
na micro e macro arquitetura com ordenamento dos poros, como também a
porcentagem de poros.

Infere-se da Figura IV.17 que apesar de ndo serem observadas diferencas
significativas (p<0,05) na quantidade de poros, € evidente que a porosidade foi
afetada pela composicdo das amostras. Os grupos que apresentam AE em suas
composi¢des (Glll, GIV, GV e GVI) apontam uma estrutura menos porosa comparada
aos grupos em sua auséncia (Gl e GllI). A reducéo da porosidade pode estar associada
ao aumento da densidade promovida pelo AE. Como ja relatado, o AE é um lipideo e
sua inser¢do sob a superficie da HAP acarreta no aumento do tamanho da particula, e
isto estimula ao aumento da densidade destas particulas. Este, por conseguinte, reduz
a porcentagem de poros do material. Foi o0 que FANG, FENG (2014) observaram ao
produzir compositos pelo recobrimento de HAP com &cido poli-L-latico (PLLA). Eles
perceberam que o aumento da proporcdo de HAP no sistema promovia um aumento da
densidade do compdsito, por consequéncia, a densidade de poros era reduzida.
HUNGER, DONIUS, et al. (2013) constataram que alteracdes de volume e nimero de
poros de arcaboucos foram ocasionadas pelo simples aumento de tamanho de
particulas. Deste modo, os resultados apresentados na Figura V.17 implica que o
tamanho da particula e a composicao dos compdsitos sédo os responsaveis pela reducéo

da porosidade destes materiais.
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IV.1.7. INTUMESCIMENTO

A Figura IV.18 apresenta a razao de intumescimento de todos os materiais
avaliados: arcaboucos de polimero e dos compodsitos. A habilidade em
intumescer dos compositos foi avaliada em tampéao fosfato pH 7,4, a 37°C por
24 horas.

Todos os compdsitos avaliados apresentaram alta absortividade, e a razdo de
intumescimento foi determinada pela composicdo de cada grupo, principalmente,
decorrente da mudancga de composi¢éo, grau de pureza da quitosana e da concentragédo

de AE utilizada.

Intumescimento

15001

%)

£ 1000+

Absorc¢éo
6]
o
T

AN

Figura 1V.18. Perfil de intumescimento dos arcaboucos de polimeros e dos compdsitos

apo6s 24 horas e em tampao fosfato pH 7,4 a 37°C.

++ e +++ Diferenca significativa (p<0,05) da média comparada com 0 QAP+HEC usando Anova de uma via
com pos-teste de Tukey.
ns Nenhuma diferenca significativa (p<0,05) da media comparada com o QBP+HEC usando Anova de uma

via com pés-teste de Tukey.
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* Diferenca significativa (p<0,05) da média comparada com QBP+HEC usando Anova de uma via com pés-

teste de Tukey.

Como esperado, os arcaboucos Quitosana+HEC (QAP+HEC e QBP+HEC)
apresentaram alta absortividade ao tampéo fosfato, acima de 600% de seu peso
original. Como discutido previamente, polimeros formadores de hidrogéis tem a
habilidade de intumescer em ao menos 20% de seu peso apds imersdao em um fluido,
com ou sem o auxilio de aditivos. Para o arcabouco de quitosana e hidroxietilcelulose,
0S grupos positivamente carregados estdo mais disponiveis a interagir com os ions
fosfato do tampé&o, quando comparados aos arcabouc¢os dos compositos. Ocorre uma
repulséo eletrostatica, devido a ionizacao destes grupos, ocorrendo um afastamento das
cavidades do polimero e, consequentemente, um aumento de contetdo introduzido.
Esta prerrogativa foi determinante no valor de absor¢cdo observado. Ndo somente a
presenca de grupos aminas da quitosana podem ter influenciado, mas também a
presenca de grupos carboxilicos abundantes nas estruturas derivadas da celulose,
como a quitosana e o HEC.

SAMANTA, RAY, 2014 afirmam que este tipo de intera¢cdo promove um aumento
na razdo de equilibrio de intumescimento por alteracdo do pH do meio. Segundo eles,
a reducéo do pH ocorre também sob a neutralizagédo dos grupos carboxilicos. OBAIDA,
BADER, et al., 2011 observaram que os grupos COOH do Carbopol 934, um poliacrilato
rico em grupos carboxilicos, foram importantes para o aumento do intumescimento de
membranas mucoadesivas para o tratamento de candidiase. No trabalho, os autores
reafirmam que a capacidade de inchar sob influéncia de liquidos pode levar ao polimero
um ganho de massa em até 1000 vezes.

Quando confrontados os resultados para a pureza da quitosana, observa-se que
ndo ha diferenca estatistica significativa para p<0,05, provavelmente, devido ao grande

desvio padrao (£ 270%).
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Aplicando-se a andlise estatistica ANOVA, seguido do post-test de Tukey,
observa-se que a presenca de hidroxiapatita, independentemente do tipo, foi suficiente
para alterar o perfil de intumescimento.

O comportamento de intumescimento dos compdsitos apontou um diferente
perfil, com valores em porcentagem menores. A presenca da HAP alterou o volume de
absorcédo devido a eficiéncia de reticulacdo do polimero, pois nestes, 0 numero de
grupos quimicos anteriormente disponiveis foi agora substituido por ligacdes quimicas
de hidrogénio e ibnicas com a HAP (ver resultados do IVTF). Na estrutura do compdésito,
as particulas de HAP dispersas aleatoriamente sob a superficie do polimero pode ter
promovido uma contracdo e restricdo da mobilidade das cadeias da quitosana,
desfavorecendo o intumescimento. Hidrogéis que formam ligagc6es cruzadas com outros
materiais apresentam uma estrutura mais rigida e ndo intumescem da mesma forma
comparados aos mesmos hidrogéis sem estas ligagoes.

ZHANG, WANG, et al. (2010) mostraram que a presenca de microparticulas de
HAP interferiu na reducdo do inchago do arcaboucgo de alginato de sodio devido as
interacBes ocorridas entres estes componentes pela simples presenca de ions fosfato e
carboxilicos destas estruturas, respectivamente.

PETER, GANESH, et al. (2010) observaram gue o aumento da quantidade de
polimero afetou diretamente na absorcdo e que na interagdo do polimero e
nanoparticulas de HAP ocorridas pela ligagdo de NH- e ions Ca, o grupo hidroxila ndo
formaria liga¢des de hidrogénio, contribuindo na redugéo do intumescimento.

Os grupos Gl e GIl ndo apresentaram diferenca estatistica significativa,
reforcando que o tipo de quitosana utilizada néo interferiu nesta propriedade.

A incorporacdo do AE promoveu uma maior reducdo na capacidade do
arcabougo em intumescer. Duas caracteristicas podem ter contribuido para este
resultado. Ela baseia-se na relacédo de hidrofobicidade dos lipideos em meio aquoso. O

AE é um lipidio de cadeia curta utilizado em formula¢cdes cosméticas na obtencédo de
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emulsdes para veiculacdo de componentes oleosos. A segunda é que o AE pode ter
aumentado a densidade do material e protegeu da infiltragdo da agua.

Um maior de teor de AE poderia promover uma menor interacdo da particula de
HAP com o polimero, o que facilitaria a permeacédo do tampdo entre as cavidades
porosas do arcabouco, tornando-o mais favoravel ao intumescimento. A liberacéo
facilitada das particulas de HAP-M15 poderia contribuir também para a maior
disponibilidade de grupos quimicos da quitosana para interagir com os grupos fosfatos
do tampéo e promover o inchago do arcabouco. Entretanto, 0 aumento da quantidade
de AE levou a uma maior retencéo da expansao do polimero e, consequentemente, a
uma menor absorc¢ao. A partir da Figura 1V.10 (a) foi possivel visualizar esta proposicao.

Outro fator que pode ter contribuido para estes perfis foi o volume de poros
existentes nos arcaboucos. Como observado nos resultados de porosidade (Figura
IV.17), o aumento desta propriedade ocorre com a presenca de HAP e a reducéo da
concentracdo de AE presente na superficie da HAP. Materiais poliméricos puros, ou
seja, na auséncia da HAP, a porosidade é maior. Sendo assim, é esperado um alto valor
de intumescimento para os arcaboucgos poliméricas, seguidos dos compdsitos com
HAP-P, de HAP-M7 e por ultimo, os compésitos de HAP-M15.

Todas as metodologias de caracterizacao fisico-quimicas utilizadas para mapear
as propriedades dos compdésitos levaram a sugerir que apenas mudancas sutis sdo
observadas em funcdo da utilizagdo de dois tipos de quitosana de purezas e GD
diferentes. Partindo destas proposicdes, seguiu-se a observacdo das propriedades

biol6gicas e da andlise de imagens somente com os compasitos de QAP: GI, Glll e GV.

IV.1.8. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A Figura 1V.19 apresenta as imagens de MEV das amostras de HAP (P, M7 e

M15). Através das imagens verifica-se a presenca de particulas de formas e tamanhos
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variaveis e dependentes da quantidade de AE. Em geral, o tamanho da particula atingiu
um limite de aproximadamente 250 nm, tamanho méaximo observado.

A principio, as particulas de HAP sem modificacdo de superficie, HAP-P,
exibiram um formato bidimensional do tipo arredondado, formando um conjunto de
agregados, mas com contornos distinguiveis, e tamanhos de particulas isoladas
inferiores a 100 nm. A reacdo de precipitacdo por via Umida, metodologia utilizada na
sintese da HAP-P, pode ter contribuido para o aspecto morfolégico das particulas.

Ao incorporar o AE a superficie das particulas, o aspecto/tamanho apresentado
pelas particulas foi alterado. S&o visualizadas particulas de formato arredondados,
ainda sob influéncia da agregacgéo, e tamanhos variaveis e inferiores a 150 nm. Estes
aglomerados sao formados por uma quantidade menor de particulas, comparados a
HAP-P. Aumentar a concentracéo do AE provocou uma maior agregacgao das particulas,
com aumento do volume de particula, agora entre 50-150 nm, sem uma boa definicdo
dos contornos das particulas, como foi observado para a HAP-P, que pode ter sido
provocado pela quantidade excessiva de AE na amostra gerando um material amorfo
entre as particulas. O aspecto arredondado para estas particulas assemelha-se as HAP-
M7.

O AE adicionado a superficie da HAP atuou como estabilizante de superficie,
melhorando a dispersao, através da formacdo de uma camada de barreira que impede
a aproximacédo de outras particulas. Este processo promoveu um aumento do volume
global das particulas com maior concentragdo do AE, o que colaborou para a
observacao dos resultados apresentados no EDL. A partir do EDL foi possivel observar
uma correlacdo de aumento de tamanho de particula pelo aumento da concentragéo do
AE. A MEV permitiu integrar os resultados, e sugerir a contribuicao do lipideo para o
tamanho e morfologia das particulas de HAP recobertas.

A mudanca da morfologia pode ser promovida pela simples modificacdo de
superficie e do tipo de agente modificador e geralmente ndo afeta a cristalinidade do
material. Ao produzir HAP para revestimentos de superficie de enxertos de titanio,
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ZHANG, LI, et al. (2012), observaram que a presenca de AE nestes revestimentos
melhorava a uniformidade das particulas, mas a cristalinidade ndo era afetada.
Caracteristica importante que deve ser preservada apos a modificagdo de superficie.
Para FERESHTEH, MALLAKPOUR, et al. (2015), a modificacdo da superficie de
particulas promove uma alteragdo da energia de superficie destas, por isso ocorre

alteracdo na morfologia.
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Figura IV.19. Micrografias de MEV da (a) HAP-P; (b) HAP-M7 e (c) HAP-M15.

A Figura V.20 apresenta imagens de microscopia para o compoésito Gl

expressando a presenca dos poros. S8o encontrados poros de tamanhos e cavidades
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irregulares, entre 20 e 100 um, e interconectados. A afinidade entre os constituintes do
composito € caracterizada pela interconectividade entre eles (Figura 1V.20 (b)) e pela
dificuldade em estabelecer a interface de interacdo. Compdsitos com arranjo
tridimensional s@o caracterizados por seu formato e a presenca de inUmeros canais
porosos ao longo de sua estrutura. Algumas técnicas podem ser utilizadas para confina-
los neste formato, dentre elas a liofilizagcdo. Liofilizar um material consiste em seca-lo a
baixas temperaturas alternando a presséo de sublimacdo. O processo baseia-se na
sublimacdo de componentes volateis congelados na estrutura do material. Esta técnica
€ bastante util tanto para manter o formato dimensionado durante o congelamento, bem
como proteger materiais sensiveis ao calor. A temperatura e tempo de congelamento,
aliado a presséo para a sublimagéo dao caracteristicas diferentes a estrutura formada
(CAI, TONG, et al., 2009; FANG, FENG, 2014).

O tamanho dos poros dos arcaboucos tridimensionais pode ser modulado pela
temperatura de congelamento e sua orientacdo pela geometria dos gradientes térmicos
durante o congelamento, no pré-processo de liofilizagdo (FU, SAIZ, et al., 2013). No
mais, a morfologia é controlada pela composicao das cadeias poliméricas e a densidade
de reticulacéo e/ ou emaranhamento da rede (SHIMOJO, PEREZ, et. al., 2012).

Durante este processo de secagem por sublimacdo dos compdositos congelados,
0s canais aquosos foram substituidos por ar, formando lamelas e canais na estrutura
tridimensional. A Figura 1V.20 exemplifica esta afirmacdo e mostra que a distribuicdo no
tamanho de poros é variada.

Arcaboucos com porosidades adequadas, entre 50-150 pm, podem ser utilizadas
como suporte para a adesao e multiplicac&o celular e de neovascularizagdo ao longo do
enxerto (SARAVANAN, NETHALA, et al., 2011). A regeneracao do tecido € facilita por
estes canais porosos por servirem como veiculos de passagem de fluidos e nutrientes.
A porosidade apresentada pelos compositos nas micrografias da Figura 1V.20 e ilustrada

pelos resultados de porosidade da Figura V.17, demonstra que os compa@sitos aqui
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desenvolvidos podem vir a ser utilizados como biomateriais e podem promover a

facilitagdo da adeséo celular.

(a) : e
SEI - A0kY W DE mm 5550
JEMES1DLV-CMNaho-LUFS

)

SEl - 10kY WDOSmm 5540 x100 0T e
JBMESTOLV-CMNanc-UFS f 18ar 2015

Figura IV.20. Imagens de MEV do compésito Gl: (a) poros abertos e (b) poros abertos

e interconectados.
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Para a comprovacdo da presenca de particulas de HAP sob a estrutura do
arcabouco, a espectroscopia de energia dispersiva (EDS) foi utilizada (Figura IV.21).
Confirmou-se, entdo, a presenca dos elementos Ca, P, O e C. A alta concentracao
observada para o &omo de carbono esta relacionada aos polimeros, que sé&o
essencialmente constituidos de C, H, O e N. A razao Ca/P foi de 1,679, demonstrando
que a HAP presente esta sob sua forma estequiométrica. As imagens (c) e (d) da Figura
IV.21 apresentam o mapa de distribuicdo dos elementos célcio e fosforo sob a superficie
do arcabouco da imagem (a) da mesma figura. Através delas pode-se observar que a
distribuicdo néo € uniforme e centra-se nas partes mais densas do compadsito. Espacos
vazios sao formados, provavelmente, associados aos canais Inter lamelar do

arcabouco.

e s e | g -
ks T 10 (I 10 pm

Figura IV.21. Compésito Gl: (a) imagem de MEV, (b) gréafico de EDS, (c) e (d) mapa de

distribuicdo dos elementos Ca e P.
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Quando em solucao, as cadeias poliméricas rearranjam-se atraves das ligacdes
cruzadas formando uma estrutura em rede. Nesta fase, as particulas de hidroxiapatita
encontram-se em suspensao e distribuidas aleatoriamente, com o auxilio da HEC. Apo6s
a secagem, as particulas antes dispersas aderem a rede formada pelo polimero, isto

pode ser exemplificado através das imagens de microscopias da Figura 1V.22.
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Figura IV.22. Imagens de MEV do compdsito Gl (a, d), GllI (b, €) e GV (c, f).

A boa distribui¢éo das particulas de HAP no polimero confere ao biomaterial uma
excelente bioatividade e osteocondutividade, melhoria nas propriedades mecanicas e
uma capacidade de bioreabsorcdo que pode acelerar a formacao do tecido em torno do
biomaterial.

O aspecto irregular da superficie, atribuindo certa rugosidade ao biomaterial, é
visualizado em todos os compdsitos, independentemente de sua composi¢ao. Devido a
interacdo superficial entre a HAPe a QAP, a distribuicdo da carga inorgénica ocorreu de
forma aleatoria. As particulas de HAP emergiu na superficie do polimero, e devido ao
seu entrelacamento com as fibras poliméricas, seu crescimento, dado a aglomeracéo
de particulas menores, foi limitado. Segundo PIGHINELLI, KUCHARSKA (2013),
superficies irregulares sdo preferiveis na confeccao de materiais de uso biomédico, pois,
as células tendem a migrar para superficies imperfeitas e assim aderir e multiplicar-se.

As imagens de microscopia eletronica de alta resolu¢cdo dos compdsitos exibias

nas Figura 1V.22 (d), (e) e (f) indicam a presenca de fibras lisas, as quais ndo sofreram
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modificacBes pela presenca das particulas inorganicas. Possivelmente, nem toda a
superficie exposta da rede polimérica tornou-se alvo da aderéncia da HAP. Talvez, a
quantidade de agente dispersante, a HEC, nao foi suficiente para a homogeneidade na
distribuicdo de particulas.

Em funcdo da composicdo, pode-se observar diferencas na distribuicdo das
cargas inorganicas ao longo das superficies. Quando estas estavam recobertas pelo
acido estearico, uma melhor dispersdo e poucas regibes vazias sdo observadas.
Diferencas no tamanho e nos aglomerados de particulas também s&o visualizados,
porém, em todos 0s grupos estes tamanhos circulam os 100 nm.

Pode-se notar em todas as composicdes a presencga de fibras ndo recobertas
pela carga inorganica, apresentando-se lisas e uniformes. Para o compoésito na
presenca do AE, poucas fibras foram observadas, contudo, para a amostra do Gl
(constituida de HAP-P), um emaranhado de fibras tornou a superficie deste material
diferente das demais. Provavelmente, a presenca do AE contribuiu para este formato. A
influéncia do AE foi observada e confirmada através de outras caracterizagdes fisico-

guimicas discutidas secdes anteriores.

IV.1.9. ESPALHAMENTO DE RAIOS X A BAIXOS ANGULOS (SAXS)

Os experimentos de SAXS foram conduzidos sob condigfes que simulassem o
processo de liofilizacdo, ao controlar a pressdo e a temperatura negativas utilizando-se
de aparatos acoplados a linha de SAXS, através da extracdo de moléculas de solvente
ao passo que foram sendo substituidas por ar; e dos arcaboucos, como produto final do
processo de secagem. A Figura V.23 apresenta dados de SAXS para 0os compositos
Gl, Glll e GV e para o arcabouco polimérico, antes e ap6s 10 min de experimento em

condicBes de temperatura e presséo controladas.
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Figura IV.23. Curvas de SAXS para 0s compd@sitos e sua matriz polimérica durante 10

min de liofilizag&o (t=1s e t=10min).

Como pode ser observado, as curvas referentes ao arcabouc¢o polimérico
(QAP+HEC) nédo apresentaram alteragfes significativas, o que indica que poucas
mudangas conformacionais ocorreram na estrutura da matriz durante o processo de
secagem sob vacuo e em baixas temperaturas. Geralmente, o perfil de espalhamento
de algumas solugdes poliméricas mostra-se como estado de recuperacdo de forma
andémalo a baixos valores de g, quando estas dispersdes estdo na fase liquida. Este
efeito é conhecido como efeito “Picot-Benoit” (VENTURA, PELED, 2015), e implica em
menor flexibilidade nas altera¢cfes estruturais.

A quitosana é um polieletrdlito ao qual protona-se em ambientes acidos, o que
altera sua conformacédo de rede, tornando-se uma malha definida e rigida (VENTURA,

PELED, 2015). As vezes, nem todo o polimero dispersa faciimente na solucéo, levando
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a presenca de aglomerados o que altera a sua turbidez. Contudo, estas estruturas
relativamente grandes nédo séo detectados nestas medidas de SAXS, pois estariam a
valores muito a baixo q (VENTURA, PELED, 2015).

Os polissacarideos, tal qual a quitosana, estruturam-se durante a transi¢ao sol-
gel ainda na fase liquida. A formacédo em rede da-se através das ligacdes de hidrogénio,
principalmente, e é favorecida pelas baixas temperaturas de congelamento, e mantidas
mesmo apoés a liofilizagcdo. Mudangas na composi¢céo da dispersdo de quitosana, seja
ela pela simples adic&o de uma carga extra (p.ex. HAP), transformam o perfil desta rede,
pois alteram as ligagOes entre as cadeias poliméricas. As ligacdes antes existentes
apenas entre agregados de polimeros, sdo formadas, agora, por estes e os ions das
particulas adicionais.

O tipo de interacao ocorrida dependera da disponibilidade de ions de cargas
opostas, como ocorre nos compésitos estudados. Logo, esta heterogeneidade de
ligagbes e composicdes levaram a uma inclinagéo das curvas de SAXS no intervalo de
0,22 < g(l) > 0,66 para os compésitos, diferente do perfil da matriz. Por outro lado, ao
contrario do observado nas curvas de SAXS para o quitosana, o deslocamento para
altos valores de g ao longo do processo de secagem tornou-se mais pronunciado. O
que ja era esperado, visto que as particulas de hidroxiapatita presentes contribuiriam
significativamente para a construgéo do perfil nas curvas de SAXS, e mostraram-se
claros a contribuicdo na estruturacéo do compaosito.

A substituicdo de moléculas de solvente por ar nos canais formado ao longo da
estrutura do arcabouco, juntamente com a presenca da HAP, contribuiram para o
deslocamento para altos valores de g e alteragfes minimas nos perfis da curva.

As particulas presentes alteraram o formato da curva, principalmente na regido
a baixos angulos (menores valores de q), regido que se caracteriza por particulas ou
aglomerados. Provavelmente, associado a uma maior interconectividade e disperséo

das particulas. As regides centrais das curvas, posicbes e formas, definem a
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contribuicdo do polimero sobre os compdsitos, devido a permanéncia quase inalterada
a incorporacéo da HAP.

Mudancas no perfil das curvas também s&do observados no produto final da
liofilizacdo, os arcaboucos. Estas alteracbes podem estar associadas a presenca de
dominios fractais resultado da formacao da estrutura do arcabouc¢o apés a liofilizacao.

A Figura V.24 representa as curvas de espalhamento para os arcaboucos.

| §7§i‘r B Arcabougo QAP+HEC
0- - O Arcabougo Gl (QAP+HAP-P)
A Arcabougo Glil (QAP+HAP-M15)
1 ¥ Arcabouco GV (QAP+HAP-M7)
14
24
@ -
— _3 _
o
o |
—
-4 4
-5 4
-6 - .
-7 T T T T T T T T T T T T T T T
-1,2 -1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4
Log (q)

Figura IV.24. Curvas de SAXS para os arcabougos dos compdsitos e sua matriz

polimérica.

A indicacdo dos arcaboucos como sendo massa ou superficie fractal da-se pelo
expoente D obtido do ajuste das curvas de SAXS Log I(q) x Log (g) para cada inclinacdo
da curva da porcéo linear. Quando os dominios D estiverem entre -1 e -3, diz-se que o
dominio é de caracteristica de massa fractal (Dm), Ou seja, pertencente a um sistema

cuja massa €é proporcional a area superficial. Se o D estiver entre- 3 e -4, o dominio &
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de superficie fractal (Ds) entdo, o sistema consiste em duas regifes nédo fractal

separadas por uma superficie fractal. Estes dados estdo expressos na Tabela IV.4.

Tabela IV.4. Parametros de massa e superficie fractal dos arcaboucos.

ARCABOUCOS
GRUPOS Intervalo r D Intervalo r2 D
deq deq
QAP+HEC -1,02<g>-0,61 0,9999 -3,879 -0,61<g>0,21 0,8656 -2,673
Gl (QAP + HAP-P) -1,02<g>-0,61 0,9484 -2,149 -0,61<q>0,21 0,9960 -3,781
Glll (QAP + HAP-M15) | -1,02<g>-0,61 0,9920 -2,157 -0,61<g>0,21 0,9991 -3,959
GV (QAP + HAP-M7) | -1,02<g>-0,61 0,9886 -2,293 -0,61<g>0,21 0,9993 -4,192

Os ajustes aplicados no ajuste das curvas de SAXS apresentaram coeficientes
de correlagéo (r?) superior a 0,9, o que demonstra a dependéncia destas a relagéo Log
I(q) x Log (qg), também conhecida como lei de poténcia, para o primeiro intervalo
analisado. Observa-se que, para o primeiro intervalo (a baixos valores de g, -1,02<g>-
0,61), que o arcabouco polimérico, precursor dos compositos, apresenta
comportamento de superficie fractal, provavelmente, associado a um menor tamanho
de poro e de particulas dispersas sob a estrutura, com D de -3,879. Uma reducédo no
valor do dominio D ocorre apos a adicdo da HAP, devido ao tamanho reduzido dos
dominios de massa fractais, resultado da presenca das particulas dispersas sob o
polimero que alteraram os espagamentos entre as cadeias poliméricas.

A insercdo de particulas em um meio polimérico ocasiona alteragfes
conformacionais do polimero. Como relatada anteriormente, estas mudancas
conformacionais dependerdo do tipo de interacdo estabelecida entre o polimero e a

particula.

131



A altos valores de g (-0,61 <g> 0,21), ocorre uma inversdo do perfil das curvas
com a reducgdo dos dominios para valores inferiores a -3,0 resultado da alta agregacgéo
das particulas que nado estabeleceram ligagcbes quimicas com o polimero. Os
compositos apresentaram caracteristica de dominios de superficie fractal, o que pode
resultar do aumento do nimero de agregados. Observa-se, contudo, que para o
arcabouco polimérico o aumento do valor do dominio para -2,673, com valor de
coeficiente de correlacdo menor do que 0,9. Indicando alteragdo do dominio para massa
fractal. O baixo r? indica que os dados ndo seguem, fidedignamente, a relacéo a lei de
poténcia, correlacionado a alta dispersdo das particulas a altos valores de g com
aumento do ruido decorrido da baixa intensidade de espalhamento.

A presenca do AE na composicdo dos arcabougos dos compdsitos interferiu,
como esperado, para alteracao do perfil da curva e dos dominios fractais. A simples
presenca do AE levou a um ligeiro aumento do dominio de massa fractal, decorrente do
aumento do tamanho da particula. Contudo, o aumento da quantidade do AE, que levou
a um aumento do tamanho da particula, promoveu uma reduc¢do do dominio fractal,
passando de Dn=-2,93 (GV) para Dn=-2,157 (Glll), o de menor concentracdo para o de

maior concentracdo de AE.

IV.1.10. TOMOGRAFIA DE RAIOS X UTILIZANDO FONTES DE RADIACAO

SINCROTRON (TCRS).

As Figuras de 1V.25 a V.28 apresentam o0s volumes reconstruidos a partir das
medidas de tomografia de raios X e as secdes transversais destes mesmos volumes
projetados nos eixos Xy, xz e yz dos arcabougos poliméricos (QAP+HEC) e dos
compositos (Gl, GlIl e GV). E importante lembrar que a imagem por tomografia de raios
X deste trabalho foram feitas no modo de absor¢ao, ou seja, as projecdes eram tomadas
e o contraste da imagem indicava as regides com diferentes coeficientes de absorcéo.

Como os compositos sdo formados por uma parte polimérica, composta basicamente
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por elementos leves (H, C, O e N) e por HAP, que é um fosfato de célcio, a absorcéo
serd maior onde a concentracdo de HAP for maior, por ser esta a componente do
compdésito com maior densidade eletrdnica e portanto maior coeficiente de absorcao de
raios X. Para garantir uma maior estabilidade e a ndo deformacgéo durante a rotacdo da
amostra e assim obter as diversas projecdes para a recomposicdo da imagem em 3D,
as amostras foram colocadas em ponteiras. Assim, parte das imagens também contém
as paredes das ponteiras de pipeta.

Observa-se a presenca de canais no arcabouco polimérico formados pela
restruturacdo da matriz durante o congelamento e remocéo do solvente. Estes canais
possuem espagos quase regulares e de grandes dimensfes. ApOs a expulsdo do
solvente, as cadeias poliméricas se reorganizam, precipitam e tornam-se mais
resistentes. As extremidades apresentam-se desconectadas. Além dos canais tubulares
observados, verifica-se a presenca de microcanais. Esta alta porosidade advinda dos
microcanais e dos canais tubulares da a este compdsito uma excelente capacidade de

intumescimento.
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Figura IV.25. Imagens de tomografia de raios X do arcabougo polimérico (QAP+HEC):

(f)

(d)I I l I I 300

(a) secédo completa, (b) projecdo xy, (c) projecdo xz, (d) projecéo yz, (e) e (f) projecdes

com maiores ampliacdes.
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Figura IV.26. Imagens de tomografia de raios X do arcabougo Gl (QAP + HAP-P): (a)

(f)

secdo completa, (b) projecao xy, (c) projegéo xz, (d) projecéo yz, (e) e (f) projecdes com

maiores ampliacdes.
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Figura IV.27. Imagens de Tomografia de raios X do arcabouco GllIl (QAP + HAP-M15):

(a) secédo completa, (b) projecdo xy, (c) projecdo xz, (d) projecéo yz, (e) e (f) projecdes

com maiores ampliacdes.
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Figura IV.28. Imagens de Tomografia de raios X do arcabougo GV (QAP + HAP-M7):

(a) secédo completa, (b) projecdo xy, (c) projecéo xz, (d) projecéo yz, (e) e (f) projecbes

com maiores ampliacdes.

As diferentes tonalidades do preto nas Figuras de 1V.25 a I1V.28, imagens (e) e
(), representa as diferentes densidades de absor¢&o dos raios X. As regides de maior
densidade correspondem a particulas e hidroxiapatita. Atomos de maior peso molecular
absorvem mais a radiacéo, sendo assim, os polimeros ndo sao bons absorvedores, logo
0 maior contraste dara quando da presenca da hidroxiapatita.

Como a interacado entre a carga inorganica e a matriz polimérica deste compadsito

ocorre através de interacdes superficiais, € notado uma maior distribuicdo de particulas
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ao longo das fibras poliméricas. As particulas as quais néo interagiram com o polimero,
foram impregnadas nas fibras poliméricas, apds a expulsdo do solvente na sublimagéo.

As imagens representam a distribuicdo da carga inorganica do compdsito
bioativo na matriz polimérica de QAP e HEC em uma sec¢éo transversal do compdsito.
Observa-se que esta distribuicdo ndo ocorreu de forma uniforme ao longo da matriz,
concentrando-se maior parte das particulas ao centro. Isto pode estar associado a
guantidade insuficiente do agente de viscosidade, o HEC, utilizado para melhorar a
distribuicdo de cargas do hidrogel, ou as caracteristicas fisicas das nanocargas ao
dispersarem-se nas fibras poliméricas.

As diferentes composicdes dos arcabougos bioativos interferiram
significativamente na razédo de distribuicdo aleatoria das nanoparticulas de HAP.
Quando estas nanocargas encontraram-se modificadas superficialmente pelo AE,
observou-se uma maior concentracdo de particulados depositados sobre as fibras
poliméricas (ver Figuras V.27 e 1V.28), representados pelos pontos brancos nas
imagens. Além de contribuir para uma dispersao regular e aleatoria, a modificacédo de
superficie da HAP em suas distintas concentrag6es proporcionou um maior acumulo
destas em regides especificas do arcabouco. Nota-se que o arcabouco Glll (Figura
IV.30), o qual € composto de 15% de AE, favoreceu a agregacdo de particulas,
provavelmente, 0 aumento da proporcdo de AE contribuiu para este resultado.

Ao avaliar e estabelecer uma comparacao entre os arcaboucgos com e sem HAP,
percebe-se que as dimensGes dos canais e a densificagdo do contetdo
organico/inorganico apresenta distingdes. Na auséncia de HAP, a distribui¢cdo de canais
e a uniformizacao das fibras poliméricas estdo mais organizadas quando comparadas
aos demais arcaboucos. A HAP, entdo, promoveu alteragbes na estrutura
tridimensionais do arcabouco devido as intera¢cdes quimicas entre seus constituintes.

A liofilizacdo consiste em um processo de secagem de materiais, o qual baseia-
se no congelamento da amostra seguido de sublimag&o dos solventes. Esta técnica
garante a amostra a preservagdo de sua forma tridimensional adquirida durante o
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congelamento. O solvente congelado é sublimado, e os espacos antes preenchidos por
estes, tornam-se canais. As dimensdes destes canais estdo relacionadas a temperatura
de congelamento e a sublimacgéo (CAl, TONG, et al., 2009).

Todo material disperso no solvente € aprisionado na estrutura congelada. Apos
a sublimacéo, estes agregados dispersos aderem a estruturas matriciais através de
interacBes interfaciais. A QAP e a HAP, principais constituintes da matriz dos
compaositos bioativos analisados, estabelecem entre si ligagdes intermoleculares ibnicas
através da interface entre suas superficies. A HAP possui sitios de calcio e fosfato em
sua superficie que servem de pontos de interacdo com outros materiais. Com a
quitosana, esta interacdo ocorre através de ligacGes entre os ions Ca?* e PO4* e grupos
hidroxilas e aminas (CAI, TONG, et al., 2009; XIANMIAO, YUBAQO, et al., 2009).

E na fase de hidrogel que a HAP e a QAP estabelecem suas ligacdes. Durante
0 congelamento, ocorre a restruturagdo da estrutura polimérica de quitosana atraves de

sua precipitacdo. Tudo aderido a sua superficie é retido nesta estrutura.

IV.1.11. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (CITOTOXICIDADE)

A Figura IV.29 apresenta dados referentes ao efeito dos compdsitos na
viabilidade celular apés 3 horas de incubacéo in vitro do MTT. Duas concentracfes
foram estudadas, 10 e 100 pg/mL, para as quais 0os compdsitos ndo apresentaram
reducdo significativa da viabilidade celular quando comparados ao arcabouco
polimérico, indicando assim, que ndo ha reducéo mitocondrial suficiente do MTT para o
azul de Formazan, sendo um indicativo indireto da auséncia de efeito citotoxico para as
concentracdes estudadas. Quanto maior sua formacao, maior sera a toxicidade celular

do material (SARAVANAN, NETHALA, et al., 2011).
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Figura IV.29. Efeito dos compdsitos na viabilidade dos macréfagos usando o ensaio de
MTT. As células foram tratadas com os compdsitos (10 e 100 pug/mL) e expostas por 3
horas. Os dados foram expressos como % de células viaveis em comparagdo com 0
veiculo e foram expressos com média e desvio padrdo médio. Controle Positivo —
células expostas ao meio de cultura (100% de viabilidade) e Controle Negativo — células

expostas a 3% de Tween 20 (43,54% + 3,90).

O aumento da viabilidade celular pode estar associado tanto a concentragédo
usada como em fungéo do tempo de experimentacdo. Observa-se na Figura 1V.25 que
a viabilidade do arcabouco polimérico aumentou em funcao da concentracéo (86,85% +
2,51 para 95,21% + 3,33, para as concentracdes de 10 e 100 pg/mL, respectivamente).
Estruturalmente, a quitosana é formada por um emaranhado de cadeias, quando
processadas e dimensionadas em estruturas 3D, d&do suporte a adesdao, proliferacéo e
diferenciacdo celular. Carregadas negativamente, as membranas celulares
estabelecem interacBes eletrostaticas com grupos amino positivos da quitosana,
protonadas apés sua solubilizagdo em meio &cido, constituindo uma conexéo célula-

polimero que favorece ao crescimento celular (WANG, LIU, et al., 2010; BHARDWAJ,
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KUNDU, 2011). BHARDWAJ, KUNDU, (2011) também consideraram o mesmo efeito ao
avaliar blendas poliméricas constituidas de quitosana e fibroina, atribuindo a
biocompatibilidade a interacdes de carga de superficie das membranas celulares
(negativas) e da superficie da quitosana (positivas). SALCEDO, AGUZZI, et al. (2012)
sugeriram que fatores de crescimento presentes no soro fetal poderiam contribuir para
a adesao de células, além dos fatores relacionados a quimica de superficie da quitosana
e a presenca de cargas negativas na membrana das células.

A presencga de particulas de HAP, com e sem modificacdo de superficie, ndo
alterou significativamente a citocompatibilidade do arcaboucgo polimérico. Em ambas
concentracdes (10 e 100 pg/L), o efeito citotdoxico permaneceu invariaveis (Glll: 93,00 £
1,60 e 93,65+ 3,07, e GV: 95,86 £ 6,41 e 93,24 + 9,03, respectivamente 10 e 100 ug/L),
exceto ao composito Gl (110,4 + 6,78 e 89,76 + 3,30, respectivamente 10 e 100 pg/L).
Para este compa@sito 0 aumento da concentracdo levou a uma reducgéo da viabilidade
celular. Apo6s a imersao em fluido corporal simulado (SBF) e na presenca de fatores de
crescimento celular e nutrientes, a HAP inicia seu estagio de completa dissolucao
(ARIFIN, SULONG, et al., 2014), disponibilizando ao meio ions calcio e fosfatos, que
em concentracdes elevadas podem promover morte celular, além da perda da
integridade mecéanica do arcabouco. Isto pode ser uma justificativa a reducdo de
viabilidade presenciada. Alguns autores associam esta reducdo a cristalinidade da
ceramica de fosfato de calcio (PETER, GANESH, et al., 2010). Quanto mais baixa for a
sua cristalinidade, maior a solubilidade em meio corporal simulado, logo sua taxa de
dissolucdo é maior, aumentando a disponibilidade destes ions em grandes quantidades
de imediato. Por ndo estar recoberta por uma camada de AE, a disposi¢do destes ions
€ maior para o composito Gl, formado a partir da HAP-P.

Segundo a GB/T 16886.5-2003 (1ISO 10993-5: 1999), amostras com viabilidade
celular maior que 75% sao consideradas néo citotoxicas (ARCHANA, SINGH, et al.,
2013), o que foi verificado para os compositos desenvolvidos neste trabalho, os quais
apresentaram valores superiores a 90%, sugerindo, portanto, a n&o citotoxicidade.
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Logo, os ensaios de viabilidade celular permitiram avaliar os compdésitos
desenvolvidos e apontou que estes apresentaram uma boa compatibilidade com a
cultura celular estudada. Permitindo assim, sugerir tais compdsitos como potenciais

candidatos a modelagem de biomateriais para lesdes teciduais.
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V. CONCLUSOES

A precipitacdo por via Umida mostrou-se ser um procedimento técnico de
obtencdo de nanoparticulas de hidroxiapatita pratico e reprodutivel, uma vez que o
material ceramico produzido correspondia ao fosfato de célcio de interesse, tal como
demonstrado pelos resultados apresentados de DRX, FTIR, TG/DTG, além da
comprobacédo do tamanho nanométrico através da MEV e do EDL. Modificar a superficie
da HAP pela insercdo de AE foi a estratégia utilizada para conduzir uma melhor
interatividade entre as particulas de HAP e os polimeros na formacao do arcabouco.
Mudancas nas caracteristicas fisicas e quimicas das particulas inorganicas sofreram
alteracdes devido a modificacdo de superficie, tais como tamanho, morfologia, espectro
de absorcdo no infravermelho e perfil de estabilidade térmica, entendidas como
formacdo de novas estruturas a partir da interagdo com o AE. Entretanto, como
esperado, alteragfes no difratograma néo foram percebidas.

As quitosanas utilizadas tiveram seu GD comprovados através da titulagéo
condutimétrica, os quais foram 63,49 e 95,25% para QBP e QAP, respectivamente. Esta
diferenca no grau de pureza refletiu no comportamento destes polimeros, observadas
nas demais técnicas de caracterizagdo, principalmente no que diz respeito a perdas de
massa com a variagao de temperatura.

A organizacao tridimensional dos arcaboucos foi conseguida pela utilizacao da
técnica de liofilizacdo, que permitiu a criacdo de uma orientacéo das cavidades porosas,
alongando-se do seu interior até a superficie. Para conseguir uma boa dispersibilidade
das particulas de HAP sob o polimero, foi adicionada o HEC como agente de
viscosidade na etapa que precedia o congelamento e liofilizagéo.

A confirmacao da formag&o do compdsito baseou-se nas mudangas, mesmo que
sutis, nas propriedades e caracteristicas dos materiais sob a influéncia da composicao.
Pode-se inferir dos resultados que o AE permitiu leves estreitamento e mudancas de
intensidade dos principais picos de difracdo da HAP apds a formacao do composito. A
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interacdo entre a HAP e a QAP/QBP foi percebida através do surgimento de algumas
bandas e picos ao longo dos espectros no infravermelho dos compdsitos, relacionados
a interacOes de hidrogénio. A influéncia do AE na formac¢édo do compdsito foi também
notada quando picos relacionados a grupos cetdnicos e carboxilicos surgiram com maior
intensidade na razéo de 15% de AE, levando entdo, a sugerir gue um excesso de acido
graxo nestas amostras.

Os resultados da caracterizacdo térmica, curvas de termogravimetria (TG) e sua
derivada (DTG), permitiram sugerir algumas hipoteses sobre a mudanca no perfil
térmico das HAP-M, quando a HAP-P estava associada AE: que o AE em excesso
poderia estar livre ou na sua forma amorfa. O aumento da quantidade de AE na
composicao da HAP nos compdésitos alterou a quantidade de residuos formados a cada
faixa de decomposicao térmicas. A pureza do polimero ndo modificou o perfil das curvas
TG dos compdsitos, mas sim seus valores em percentuais de perda.

O grau de porosidade das amostras permaneceu entre 71 e 90%, demonstrando
gue a metodologia de confeccdo dos compdsitos origina estruturas extremamente
porosas. A porosidade seguiu relacdo proporcional a composicéo, reduzindo com o
aumento da concentracdo do AE. O intumescimento dos compdésitos foi elevado e
mostrou-se dependente da variagdo da composicdo dos grupos. O aumento da
guantidade de AE levou a uma maior retencdo da expansdo do polimero e,
consequentemente, a uma menor absorcao. A partir das imagens de microscopia pode-
se observar pequenos aglomerados aderidos a superficie polimérica, e que a
distribuicdo ndo ocorreu de forma homogenia e igualitaria, observando-se regiées com
a auséncia da bioceramica.

A estruturacdo do arcabouco de compadsito, originada no processo de expulsédo
do solvente, foi simulada e observada através do espalhamento de raios X a baixos
angulos, a qual possibilitou inferir que tal processo ocorria em dependéncia da

composi¢cdo do composito. A modificagdo da superficie das nanoparticulas de HAP
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proporcionou perfis diferenciados de dominios fractais dependentes do tipo de interacao
estabelecida entre as particulas e os polimeros.

A influéncia do modificador de superficie da HAP na estruturacao dos compadsitos
foi também notada na distribui¢c@o destas cargas inorganicas ao longo do polimero. Ap6s
a expulsao do solvente, durante a liofilizacdo, canais de tamanhos micrométricos foram
formados e as particulas dispersas sedimentaram-se e impregnaram-se na cadeia
polimérica, em um processo dependente da composicdo. A presenca de cargas
inorgénicas de HAP denotaram formacao de poros mais desorganizados.

A indicacdo de compatibilidade biol6gica dos arcaboucos de compdsitos com
uma cultura celular foi presumida pela ndo reducdo da viabilidade celular (MTT) nas
concentracdes avaliadas (10 e 100 pg/mL), independentemente de sua composi¢do. O

que sugere nenhum efeito citotoxico para os compositos.
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VI.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Reduzir a concentracdo do modificador de superficie sem perdas de
propriedades;

Propor alteracdes na modificacdo de superficie da HAP, como etapas
adicionais que induzam a eliminacéo de excessos de AE;

Utilizar um polimero (quitosana) de maior viscosidade com o intuito de
eliminar a utilizacdo de coadjuvantes de viscosidade;

Avaliar a porosidade dos arcaboucos utilizando a metodologia de
adsorcao/desorgcdo sem aquecimento;

Estudar a cinética de intumescimento dos arcaboucos observando as
alteracdes conformacionais através da tomografia de raios X;

Descriminar as etapas que culminam na estruturacdo dos arcabougos de
compdésitos usando o espalhamento de raios X a baixos angulos;

Fazer ensaios complementares de viabilidade in vitro com outras culturas
celulares;

Ampliar os ensaios de compatibilidade biolégica com ensaios de adeséo

celular.
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