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RESUMO

Esse trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de um biomaterial constituido de poli
(alcool vinilico) (PVA) e poli (4cido acrilico) (PAA) contendo hidroxiapatita (HA) visando a
aplicacdo em sistemas osteocondutores. As nanofibras poliméricas foram produzidas pelo
método de eletrofiagdo a fim de mimetizar a matriz extracelular do osso (ECM), além de obter
um material com maior relagdo area superficie quando comparada a materiais de maiores
escalas, o que melhora a adesdo e proliferacdo da célula 6ssea. Para essa finalidade foi
utilizado uma matriz de PVA e PAA variando a concentragdo da HA na matriz.

Pelas caracteristicas hidrofilicas do PVA, foi necessaria sua reticulacdo, por isso o acido
butano 1,2,3,4-tetracarboxilico (BTCA) foi utilizado e estudado variando sua concentragao
em duas proporcdes diferentes, 2 % e 6 % (m/m). A reticulagdo foi efetiva para a matriz
PVA/PAA/HA com no minimo 2 % BTCA, sendo que o FTIR-ATR comprovou a
permanéncia dos principais grupamentos como a carbonila e a hidroxila e a analise de MEV
comprovou a estabilidade fisica das nanofibras apos 48 h de imersdo em agua. Os diametros
médios das fibras variaram entre 273 a 437 nm, com menor tamanho e menor variagao dos
didmetros das fibras na matriz com a presenca de HA.

Os resultados da matriz obtidos pela andlise mecanica foram semelhantes com as
propriedades mecénicas do osso. Os ensaios de andlise térmica realizados comprovaram uma
mistura homogénea na matriz PVA/PAA/HA.

Os testes de viabilidade celular mostraram que na matriz com a presenca da HA a atividade
celular ¢ maior quando comparada a matriz PVA/PAA, o que indica que a HA na matriz tem

papel fundamental na atividade celular.
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ABSTRACT

This study aims to develop a biomaterial composed of poly (vinyl alcohol) (PVA) and poly
(acrylic acid) (PAA) containing hydroxyapatite (HA) for application in osteoconductive
systems. Polymeric nanofibers were prepared by electrospinning method to mimic bone
extracellular matrix (ECM), in addition to obtaining a material with large surface area to
volume ratio, which improve the adhesion and proliferation of bone cells. For this purpose we
used PVA and PAA matrix by varying the concentration of HA in the matrix.

For the hydrophilic characteristics of the PVA, a crosslinking has been required, so BTCA
was used and studied by varying its concentration in two different proportions of 2 % and 6 %
(w/w). The crosslinking is effective for the PVA/PAA/HA matrix with at least 2 % BTCA,
and the FTIR-ATR demonstrated the permanence of the main groups such as hydroxyl and
carbonyl and SEM analysis confirmed the stability of nanofibers after 48 hours immersion in
water. The medium diameters ranged from 273-437 nm with smaller size and smaller
variation of fiber diameters in the array with the presence of HA.

The results of the mechanical analysis matrices obtained were very similar to the mechanical
properties of bone. The thermal analysis of trials proved one miscible mixture in the
PVA/PAA/HA matrix.

The cell viability tests showed that the matrix in the presence of HA has higher cellular
activity when compared to PVA/PAA matrix, which proves that the HA in the matrix has a

fundamental role in cellular activity.
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1. INTRODUCAO

Novos materiais surgem a todo o momento a fim de suprir necessidades da populagdo
moderna. Pesquisadores tém mostrado interesse em biomateriais que abrange diversas
aplicagdes como a substituicdo da lente intraocular e restauragdes dentarias. Dentre os
empregos dos biomateriais no cendario atual destacam-se o avango das pesquisas em areas
como células e biologia molecular, quimica, ciéncia dos materiais ¢ engenharia'.

Os biomateriais exercem um papel essencial no campo da engenharia de tecidos,
atuando como uma matriz extracelular artificial que apoia a regeneragdo' >. A engenharia de
tecidos tem como finalidade permitir a reparacdo ou regeneragdo de tecidos através de
combinagdes de células, suportes, fatores de regulagdo e estimulos ambientais. A fim de
enfrentar os desafios dessa area de rapido crescimento, varias areas interdisciplinares estao
abrangidas como a engenharia, quimica, biologia, medicina e os biomateriais’.

Como consequéncia do envelhecimento da populacdo no mundo industrializado, a
engenharia de tecido 6sseo com o desenvolvimento de biomateriais esta se tornando cada vez
mais importante. Uma caracteristica bem peculiar do osso ¢ a sua capacidade de regeneracao,
porém em alguns casos sdao necessarios enxertos 0sseos. Nesses casos, € necessaria a
utilizacao de enxertos que provém de um mesmo individuo, conhecido como o auto-enxerto,
de um doador externo, chamado de aloenxerto, ou ainda a partir de ossos de animais, o
xenotransplante®. Dentro desta perspectiva, o tratamento do problema 6sseo possui algumas
limitagdes, tais como: area doadora, morbidade, disponibilidade de doadores limitada,
resposta imunoldgica inadequada e transferéncia de pat(')genoss. Com isso, os materiais de
enxertos artificiais estudados no campo da engenharia de tecido Osseo estdo em ascensdo
provocando grandes avangos nesse campo’.

O osso natural € composto, principalmente, pelo colageno (COL) tipo I, que fornece ao
osso elasticidade e flexibilidade, também importante na adesdo e migracdo celular, e por
cristais de fosfato de calcio, em escala nanométrica, muitas vezes na forma de minerais de
hidroxiapatita (HA) que ¢ a responsavel pela rigidez e resisténcia 6ssea’. Para imitar a
estrutura e essas fungdes da matriz extracelular natural (ECM), as nanofibras poliméricas
estao sendo utilizadas para restaurar, manter ou melhorar a fungao dos tecidos humanos e sao
de grande interesse na engenharia de tecidos, como materiais de suporte’. Sendo assim, tem se

tornado um dos maiores desafios para os cientistas de biomateriais a busca pela mimetiza¢ao



de uma ECM e a fabricagdo de materiais para regeneracao dssea com mesmo comportamento
estrutural, mecanico e bioldgico do osso natural®.

Dentre os polimeros que podem ser utilizados na elaboragdo de nanofibras, destaca-se
o poli (alcool vinilico) (PVA), um biopolimero quem vem sendo muito utilizado como um
material de suporte. Sua aplicagdo no campo da engenharia de tecidos da-se tanto na forma de
nanofibras quanto hidrogéis, como peles artificiais, matrizes de entrega de drogas, curativos
de queimaduras, lentes de contato flexiveis, implantes de cartilagens, entre outras®®. As
propriedades do PVA sdao essenciais para a substitui¢ado do tecido 6sseo conferindo boas
propriedades mecanicas, auséncia de toxicidade, ndo carcinogénico, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e hidrofilicidade'®"".

Outro polimero com grande potencial em sistemas osteocondutores ¢ o poli (4cido
acrilico) (PAA), um polimero que possui em sua estrutura grupos carboxilicos que podem agir
com outros grupos doadores de protons, como por exemplo, os grupos hidroxila do PVA. O
PAA, inclusive, ja foi utilizado como um aditivo em preparagdes sol-gel para servir como
sitio de nucleacdo de célcio'?.

O sistema PVA/PAA permite a formagdo de ligagdes de hidrogénio resultante da
interacdo interpolimeros. Este tipo de sistema ja foi estudado para imobilizagdo de enzimas'.
As superficies de polimeros sintéticos sdo em sua maioria hidrofobicas, o que proporciona
condi¢des desfavoraveis para adesdo celular, para alguns tipos de células'®. Por possuir
grupos hidroxilas o0 PVA ¢ altamente hidrofilico, por isso ¢ necessdria sua reticulacdo para
que sistemas elaborados a partir deste polimero sejam estaveis quando imersos em meios
bioldgicos. Com essa finalidade o 4cido butano 1,2,3,4-tetracarboxilico (BTCA), que possui
grupamentos carboxilicos e ja foi utilizado em um sistema sol-gel foi escolhido para a
reticulagio do PVA. Entre a caracteristica principal do BTCA é sua ndo toxicidade™ °. A
interagdo entre o0 PVA e o BTCA ocorre através da esterificacdo, ou seja, da desidratacdo
entre o 4cido carboxilico ¢ um grupo hidroxilo, ativada termicamente'.

Na busca de novos materiais que promovam ou auxiliem no processo de regeneragao
Ossea, diferentes biomateriais nanoestruturados vém sendo investigados combinando alguns
polimeros com a hidroxiapatita (HA). A HA, Ca;o(PO4)s(OH),, ¢ um material de boa
biocompatibilidade e bioatividade, = quimicamente e estruturalmente semelhante ao
componente inorganico do osso, por isso tem sido utilizada com sucesso como agente de
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enchimento de ossos ~ '. Estudos demonstraram um melhor desempenho das células onde a

, - \ .. . . e . . ~ 14
HA ¢ incorporada a nanofibra, principalmente na diferenciagdao e mineralizacao das mesmas .



Na busca por reproduzir a escala nanométrica da ECM do osso, utilizou-se a
eletrofiacdo, que se destaca na ultima década como um método relativamente simples e barato
para a preparagao de nanofibras poliméricas, quando comparado a outras formas de fabricagao
de fibras. Essa técnica permite o emprego de polimeros naturais, sintéticos ou a mistura deles,
bem como a obtengdo de maior 4rea de superficie'®. A eletrofiagio consiste na aplicagdo de
um potencial elétrico em uma solucdo polimérica. Quando as cargas eletrostaticas em solugao
ultrapassam a tensdo superficial da mesma, um jato de solucdo ¢ ejetado e direcionado a um
coletor. Nesta trajetéria, o solvente evapora e sdo formadas nanofibras na superficie do
coletor. Os parametros que afetam esse processo sao muitos, mas em condigdes adequadas,
no coletor havera a formacao de fibras poliméricas com um didmetro que varia de dezenas de
nanometros a micrometros'®.

Com base no exposto, o desenvolvimento do biomaterial precisa ser biocompativel,
mecanicamente forte, poroso e biodegradavel. E importante ressaltar que apds processado, a
taxa a qual ocorre a degradacdo da matriz polimérica precisa ser, tanto quanto possivel, a
mesma da velocidade de formacdo do tecido biologico. Desta forma, um sistema
osteocondutor com caracteristicas adequadas para engenharia do tecido Osseo ird prever a
fixagdo das células, proliferacdo, diferenciagdo e mineralizagio da ECM?.

Sendo assim, foi preparado através da técnica de eletrofiacio um biomaterial
utilizando o poli (alcool vinilico) e o poli (acido acrilico) modificadas com BTCA e com a

incorporagao da hidroxiapatita visando a aplicagdo em sistemas osteocondutores.
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21 0O OSSO

O osso natural ¢ um tecido do corpo humano rigido e a0 mesmo tempo dinamico, €
altamente vascularizado e organizado e tem como sua principal fun¢do ajudar na locomogao.

Ele ¢ composto por componentes orginicos e inorganicos’.

A matriz organica ¢
principalmente o coldgeno (COL) tipo I, que fornece ao osso elasticidade e flexibilidade, a
fase inorganica ¢ composta por uma forma cristalina de fosfato de calcio, principalmente na
forma de minerais de hidroxiapatita (HA) que ¢ a responséavel pela rigidez e resisténcia 6ssea’.

Trés tipos de células constituem um osso, que estdo ilustradas na Figura 1:
osteoblastos, responsaveis pela formagdo de osso; osteocitos, que fazem a desintegracdo da
matriz dssea e; osteoclastos multinucleadas, responsaveis pela sintese de enzimas lisossomais.

Diferentemente dos outros tecidos conjuntivos o 0sso constitui um menor numero de células

embebidas em uma matriz de fibras de coldgeno e substincias inorganicas, em escala

nanométrica’!
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Figura 1. A estrutura do osso. Adaptado de Mitra®'



2.1.1 Matriz Extracelular Natural do Osso (ECM)

A matriz extracelular natural (ECM) do osso natural ¢ estruturada por nanocristais de
fosfato de célcio incorporadas a nanofibras de colageno”. Além de regular as fungdes celular,
a ECM fornece sinais fisico-quimicos essenciais na adesdo celular, proliferacdo, migracdo e
diferencia¢io”.

Para imitar a estrutura e essas fungdes da ECM, as nanofibras poliméricas estdo sendo
utilizadas para restaurar, manter ou melhorar a fungdo dos tecidos humanos e sdo de grande
interesse na engenharia de tecidos como materiais de suporte’. Sendo assim, os cientistas de
biomateriais tém buscado a imitagdo de uma ECM e fabricagdo de materiais para regeneracao
6ssea com mesmo comportamento estrutural, mecanico e bioldgico do osso natural®.

As propriedades dos materiais de nanofibras eletrofiadas estdo sendo consideradas
adequadas em termos de aspectos mecanicos e biologicos, para os tecidos calcificados rigidos.
O processo de regeneracdo consistiria em uma composicao de materiais que imitaria a ECM,
assim as células poderiam reconhecer e utilizar o substrato artificial. Estruturalmente a parte
organica proporciona a resisténcia, enquanto os cristais inorganicos endurecem a matriz,
contribuindo assim para uma ECM forte e resistente. Uma caracteristica essencial do tecido
duro é o processo de calcificagdo, desde que a presenca de uma matriz artificial facilite ou
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possibilite esse processo .

2.1.2 Danos 0sseos

E um desafio para os médicos tratar com eficicia um dano o6sseo resultante de
malformagdo, osteoporose e tumores. E muito dificil o osso curar naturalmente,
principalmente em casos de fraturas e defeitos graves nos doentes idosos e complicagdes
como ma unido ou a ndo unido do osso. Geralmente para esses casos, sdo realizadas cirurgias
invasivas com pinos metalicos, parafusos ou placas, que podem estender o tempo de cura, ou
exigir varias cirurgias'’. Além disso, os estabilizadores metalicos ou implantes podem causar
dores cronicas. Outra op¢ao para a cura dos defeitos 6sseos € a substituicao do osso a partir de
doadores humanos, porém surgem outros problemas nas propriedades fisicas e bioldgicas
entre a hospedeira e o doador. Sendo assim, existe o risco da infeccdo, a rejei¢do e a
transmissio de doencas™.

Os objetivos dos estudos na area médica sdo melhorar a satide e as condi¢des de cura.
E por isso que muitas pesquisas sdo realizadas para o desenvolvimento de um novo tipo de

biomaterial para a regeneracdo do tecido 6sseo. Ou seja, uma alternativa para tratar esses

5



defeitos € o desenvolvimento de substitutos temporarios nas areas danificadas que tenha uma
estrutura especifica chamada de suporte®.

E dito que uma reparagio 6ssea de sucesso é quando se obtém a restitui¢do do espago e
integridade mecénica, isso em fungdo da recuperagio®. Apesar de varios estudos nessa area, a
constru¢do de suportes que imitam as propriedades fisicas e bioldgicas do osso, ainda

26
apresenta alguns desafios™.

2.2 BIOMATERIAIS E SISTEMAS OSTEOCONDUTORES

Um biomaterial ¢ toda a substidncia ou combinagdo delas, exceto os farmacos, cuja
origem pode ser natural ou sintética, que pode ser usada durante qualquer periodo de tempo,
como parte ou como sistema que trata, aumenta ou substitui qualquer tecido, 6rgao ou fungdes
do corpo®’.

O principal uso dos biomateriais ¢ na produ¢do de implantes, porém sdo utilizados para
culturas de células em laboratorios, producdo de dispositivos de diagndstico, aparelho
extracorporal e muitas outras aplicacdes. O uso de biomateriais teve seu inicio através de
implantes dentdrios, porém com os crescentes novos biomateriais, principalmente
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poliméricos, eles podem ser classificados, de acordo com a Figura 2°°.

Biomateriais
I
I I

Artificial Natural

I
I I I I

Metalicos Ceramicos Poliméricos Compositos Colageno

Figura 2. Classificacdo de Biomateriais. Adaptado de Biomedical®®.

Na engenharia de tecidos Osseos um biomaterial com caracteristicas ideais deve
englobar os sinais apropriados para dirigir o processo de osteogénese, ou seja, promover a
fixacdo das células, a proliferacao e mineralizagdo da ECM%.

O termo osteoconducdo significa o crescimento do osso sobre uma superficie que
permite seu desenvolvimento tanto na face superior, quanto na inferior através de poros,

. 29 o~ - .. , .
canais ou tubos™". A forma, a composic¢do e o volume da matriz sdo essenciais para o dominio

. 2
de um sistema osteocondutor’.



E importante ressaltar que um material para sistemas osteocondutores deve ter uma
Otima taxa de degradagdo, lenta o suficiente para fornecer um suporte para o crescimento

~ ;. . . . . . ~ 1
celular, mas nao rapido o suficiente para impedir o processo de mineralizagao .

2.3  NANOFIBRAS

As nanofibras sdo fibras com grande propor¢do de area superficial por volume ou
massa, com uma estrutura porosa, sem limite de comprimento e com Otimas caracteristicas
A" , - 30 . . .
mecanicas e flexiveis™. Os nanomateriais, em sua morfologia, demonstram melhores
interagdes e adesdo com as células, conforme ¢ observado na Figura 3, quando comparado

P 31
com materiais em outras escalas” .

4“ 3 o
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E 3 »>
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Microporo Microfibra Nanofibra

Figura 3. Intera¢io do suporte com a célula. Adaptado de Mitra®'.

Essa grande area de superficie em relagdo ao volume fornece aos suportes, grande
volume de poros com diferentes tamanhos e sdo esses poros que facilitam o carregamento de
moléculas bioativas e o transporte dos nutrientes e residuos. As propriedades das nanofibras

. . . .31
tornam as mesmas uma importante classe de biomateriais®'.

2.3.1 Meétodo de fabricacao: Eletrofiacao

A eletrofiagao foi inventada no inicio do século 20, mas ¢ no final desse século que se
viu o aumento dos estudos na fabrica¢io de nanofibras poliméricas utilizando essa técnica’'.
Este método de preparagdo de nanofibras tem sido altamente util na constru¢do de suportes
para a cultura de células do tecido e do tratamento de tecidos doentes e danificados, incluindo,
entre outros, os tecidos osseos'?.

A técnica da eletrofiacdo consiste na aplicagdo de um potencial elétrico a uma solugao
de polimero armazenada em uma seringa com uma agulha de metal. Quando o campo elétrico
¢ ligado, com um fluxo de corrente pré-determinada, ocorre um aumento da intensidade do
campo eletrostatico até um valor critico, onde uma gota ¢ formada na ponta da agulha de

forma conica. Apo6s a formacao da gota ocorre a eje¢do de um fluxo de liquido carregado, a



evaporacdo do solvente e a deposi¢do de fibras ultrafinas em um coletor’>. Na Figura 4 ¢

possivel verificar as partes do equipamento de eletrofiagao.

Seringa I

Solucdo de polimero

Cone Taylor

Nanofibra

Coletor

Figura 4. Partes do equipamento de eletrofiacio. Adaptado de Terada®.

Para um bom resultado de obtencao de nanofibras fabricadas por eletrofiacdo, muitos
parametros devem ser levados em consideracdo, que abrangem as caracteristicas da solucao,
como a viscosidade, os pardmetros de processo e as condi¢des do meio ambiente™.

A técnica de eletrofiagdo vem sendo utilizada por alguns pesquisadores, como no
preparo de nanofibras de HA e quitosana , sendo que foram obtidas matrizes com diametro
médio de 214 nm para a matriz HA/quitosana®*. Em outro estudo com didmetro das fibras de
100 nm, um suporte com PVA e quitosana foi preparado por eletrofiacio’’. Também pela
técnica da eletrofiagdo, quitosana, PVA e fibroina de seda foram utilizadas para a fabrica¢ao
de nanofibras de diametros de 126 a 643 nm para a regeneracdo da pele lesionada por
feridas™. Novamente a quitosana, agora com a gelatina e o PVA, foram usados na produgio
de nanofibras de didmetro médio 150 nm e sua utilizagio na engenharia de tecidos*®. Em
outro estudo contento PCL e quitosana, suportes foram fabricados por eletrofiagdo para
aplicacdo na engenharia de tecidos. Os diametros das menores nanofibras ficaram na faixa de

200 nm”’.

24 POLI (ALCOOL VINILICO)

Poli (4lcool vinilico) (PVA) ¢ um polimero obtido pela hidrolise do poli (acetato de

vinila) com metanol ou etanol. Conforme mostrado na Figura 5, esta reacdo pode ser
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catalisada por base, por ser mais rapida e livre de reagdes laterais™.
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Figura 5. Reagdo de obtencdo do PVA™*,

Esse polimero semicristalino e altamente hidrofilico que tem em sua estrutura
grupamentos hidroxila (OH) ¢ muito utilizado como um adesivo soluvel em agua, com poder
de ligacdo em materiais como o papel. O PVA ¢ adquirido em diferentes formas que sdo
determinadas pelo seu peso molecular e pelo seu grau de hidrélise®®.

As propriedades do PVA sdo excelentes para a formacdo de nanofibras e ainda para
aplicagdo na engenharia tecidual, pois ¢ atoxico, ndo cancerigeno, biocompativel,
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biodegradavel, hidrofilico, e possui boas propriedades mecanicas .

2.4.1 Reticulacio do Poli (Alcool Vinilico)

O PVA por ser soluvel em agua ¢ um material de facil manuseio, porém essa
caracteristica pode ser uma limitagdo. A fim de ser util em aplicagdes médicas e
farmacéuticas, a estabilidade do PVA deve ser controlada em meios aquosos por reticulagao
quimica ou fisicamente™.

A reticulagdo consiste em ligacdes covalentes cruzadas de polimeros lineares, sem as
quais o polimero se deformaria permanentemente. Um exemplo comum ¢é a borracha que
escoa como um liquido extremamente viscoso a temperatura ambiente, caso ndo haja
reticulacdo. A exemplo do que acontece no polimero em rede, a estrutura torna-se mais rigida

a medida que aumenta a quantidade de reticulagio™. A Figura 6 ilustra os tipos de cadeias

poliméricas.
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Figura 6. Cadeias poliméricas; (a) lineares, (b) ramificadas e (c) reticuladas.



Virias formas de reticulagdo utilizando o PVA na forma de hidrogel ja foram
registradas, dentre estas: irradiacdo, congelamento, tratamento com metanol e reticulacao
quimica’.

Como exemplo da reticulagdo quimica, o glutaraldeido ja foi utilizado como agente
reticulante do PVA, conforme mostrado no esquema da Figura 7. Quando adicionado na
solu¢do do polimero este reagente pode provocar um aumento na viscosidade da solucdo,
sendo uma caracteristica ndo desejada para eletrofiacao. Além disso, esse reticulante ¢ toxico

~ 7 I . .4 41
0 que nao ¢ admitido na engenharia de tecido™ .

OH
H

®H

H
H Glutaraldeido

Polimero contendo grupos
funcionais hidroxila

Figura 7. Reticulacdo de polimero contendo grupos hidroxilas com glutaraldeido em
meio acido™.

O uso do BTCA (4cido 1,2,3,4 butanotetracarboxilico) (Figura 8), como agente
reticulante do PVA ¢ uma alternativa interessante. O BTCA ¢ atoxico e possui quatro
grupamentos de 4cido carboxilico, os quais podem contribuir para formar ligacdo éster
quando combinado com grupos hidroxila, no caso do PVA. A reacdo de esterificagdo pode ser
acelerada pela adicao de um catalisador, que pode ser um sal de acido fraco e finalizado por

9
um tratamento de calor.

HO, O

HO,
OH

O OH

Figura 8. Estrutura do BTCA.
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Estudos apontam o BTCA como um agente reticulante em algodado, se tornando uma

43-44-45

boa opgao para tal aplicagao . Recentemente o BTCA foi utilizado para reticulagao do

PVA, com a técnica de eletrofiagdo, porém sem algum objetivo de aplicago’.

2.5 POLI (ACIDO ACRILICO)

O poli (4cido acrilico) (Figura 9) ¢ um polimero com grupamentos carboxilicos em sua

4
estrutura™®.

OH O

Figura 9. Estrutura do PAA.

O PAA ¢ soluvel em 4agua e pode ser utilizado na industria como dispersante,
espessante e polimero superabsorvente. Na forma reticulado esse polimero absorve uma

grande quantidade de 4gua sendo utilizado no controle de umidade e em fraldas de bebés*’**.

O PAA ¢ biodegradavel e estudos recentes apontam que também ¢ antimicrobiano®’.

Esse polimero semicristalino, que pode ser chamado de aditivo, interage como doador
de protons para os ions na solugdo através dos grupos carboxilicos de sua estrutura. O PAA
possui propriedades que quando empregado na engenharia de tecidos 0sseos passa a atuar
como um nucleador para o célcio, uma das caracteristicas mais relevantes para a escolha desse
polimero'.

Quando comparada a membranas sem a presenga de PAA, um estudo mostrou que a
calcificagdo foi mais intensa em amostras tratadas com o polimero'>. O PAA também foi

utilizado para acelerar a nuclea¢do de cristais de carbonato de calcio em uma membrana de

. . . [ .- 51
quitosana, onde se mostrou mais eficiente quando utilizado esse aditivo™ .

2.6 PVA/PAA

O PVA com o PAA ¢ uma blenda tipica em que a miscibilidade em nivel molecular ¢

obtida por fortes interagdes de ligagdo de hidrogénio interpolimero entre o grupo hidroxila do

11



PVA e o grupo carboxila de PAA, por isso a fase cristalina de PVA pode ser completamente
destruida quando a razdo molar de 4lcool vinilico € igual ou menor do que a do 4cido acrilico
na mistura>”.

Espera-se que a contribuicdo do PAA seja, também, a de fortalecer a mistura
PVA/PAA, ja que o PVA tem propriedades de um polimero mais elastico. Em dois estudos
ficou comprovado que o aumento da concentragdo do PAA ao PVA diminui o médulo de
Young5 34
Um estudo ja foi realizado com o sistema PVA/PAA em que por ligacdo de hidrogénio

via interagdes interpolimeros, obteve-se a reticulacdo pela reacdo de esterificagdo ativada por

aquecimentom. PVA/PAA também foi pesquisado para aplicagdo em hidrogéisss.

2.7 HIDROXIAPATITA

A hidroxiapatita (HA), Figura 10, ¢ uma ceramica de fosfato de calcio de composi¢ado
Cao(PO4)s(OH), com uma relagdo de célcio para fosforo de 5/3. Ela possui boas propriedades
mecanicas ¢ uma excelente biocompatibilidade. Como ja comentado anteriormente, a HA ¢
muito parecida ao constituinte mineral do 0sso°.

Os cientistas de biomateriais tém estudado a HA por ser quimicamente e

estruturalmente semelhante ao componente do 0sso e por possuir duas caracteristicas muito

importantes nessa area que ¢ a bioatividade e osteocondutividade. Sua aplicagdo ja ¢
P,

comprovada como um biomateria

Figura 10. Estrutura da HA®,

A tendéncia dos cristais de HA ¢ de se depositarem nas nanofibras formadas, conforme

representado na Figura 1177
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Mineralizagcdo de HA na matriz de PVA+PAA

Figura 11. Esquema representando a deposigdo da HA na nanofibra. Adaptado de Li”.

Estudos realizados com o PVA e a HA, comprovaram que a HA tem forma de haste
em nanoescala e se distribui na nanofibra de PVA, de uma forma alinhada no sentido da fibra
e que esta orientacdo se assemelha a orienta¢do dos cristais de HA na ECM mineralizado®.
Além disso, a superficie aspera provocada pela HA pode proporcionar locais de ancoragem
para a adesdo das células durante a regeneragio do tecido®.

Estudos comprovam que a adicdo da HA em um suporte para a engenharia de tecido
6sseo aumenta o potencial de diferenciagdo osteogénica®. Em outro estudo as nanofibras
contendo nanocristais de apatita demonstraram melhor comportamento de células

L, . . . e . . . ~ 14
osteobldasticas, especialmente nas fases de diferenciagdo funcional e mineraliza¢ao .

2.8 MINERALIZACAO

Alguns estudos mostram como acontece a mineralizagdo da HA e a interacdo e fungao
do PAA neste processow’ o

A Figura 12 representa um esquema proposto da nucleacdo de cristais de fosfato de
calcio. Basicamente a nanoparticula da matriz de PVA/PAA estd rodeada de grupos
carboxilatos (COQ), provenientes do PAA e ancoradas a superficie do PVA, que por
interagdo eletrostatica atrai os fons de céalcio Ca®’, resultante da HA. Os grupamentos fosfato
(POy), também da HA, interagem eletrostaticamente se agregando a superficie. Assim, a
superficie fica totalmente coberta de uma camada de fosfato de célcio e, entdo ocorre a

cristalizacdo secundaria de CaP no topo de locais de nucleagdo inicial. Os grupos carboxilato
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das moléculas do PAA tem sua disposi¢do sobre a matriz orientada pela estrutura dos grupos

hidroxila (OH") do PVA'® %,

@ Nanoparticula PVA/PAA Py

& Coo- )
CasPO:
3 >
ca2HPO;™ Ca%s o Ca”
¢ .Cd.t
HPO? ? Ca?*
<— Caz’ 2- :
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Ca®

Figura 12. Esquema da mineralizagdo. Adaptado de Chen®.

2.9 ENGENHARIA DO TECIDO OSSEO

Para o desenvolvimento de suportes para a engenharia de tecidos do osso existem
alguns requisitos necessarios aos materiais de escolha, como serem porosos, biocompativeis e
permitirem a adesao de células. Esse suporte deve facilitar a troca de nutrientes no seu interior
através de uma estrutura de rede interconectada de poros para o crescimento celular'®. Uma
superficie porosa ¢ essencial para a formagao do tecido. Os poros permitem transporte de
oxigénio, migragdo, proliferagdo das células e a vascularizacdo, além disso, proporcionam
uma maior estabilidade mecanica®.

A biodegradabilidade ¢ uma caracteristica muito importante, pois se espera que o
suporte seja absorvido sem a necessidade de cirurgias para remové-lo. A degradacdo deve
ocorrer na mesma velocidade de formacdao do tecido, pois enquanto as células estdo
trabalhando o suporte deve ser capaz de proporcionar uma integridade estrutural e,
gradativamente, permitir que o novo tecido assuma a carga mecénica®’.

Ja a biocompatibilidade, outra propriedade fundamental, esta associada a quimica da
superficie do material que ird interferir na adsor¢do de moléculas bioldgicas que irdo regular

.. ~ .~ 63
as atividades celulares como a adesdo e migracao .
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De um modo geral a engenharia de tecidos ¢ uma area de pesquisa que traz otimismo
para tratamento de varias doencas. Como uma area em crescimento para a medicina
regenerativa, apresenta alternativas para o transplante de tecidos e 6rgaos, a qual busca aliviar
a dor dos pacientes®.

Entre os materiais usados para construgao 6ssea estao polimeros sintéticos como PCL
e PLLA e sua combinagdo com polimeros naturais tais como o coldgeno ¢ a fibroina de
seda’®. Outro exemplo em regeneragdo Ossea foi a utilizagdo de HA contendo quitosana
reticulada com genipina, este material foi utilizado para formar nanofibras, especificamente

~ A . . . 1
para reconstrugdo do cranio e maxilar facial'’.
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3.  OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho ¢ o desenvolvimento de um biomaterial constituido de

PVA/PAA contendo a HA visando a utilizag¢do para a regeneragao tecidual.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver nanofibras poliméricas a partir de PVA/PAA com incorporagdo de HA;

Encontrar as melhores condi¢des de processamento para a fabricagdo de nanofibras
pelo método de eletrofiacao;

Realizar a reagdo de reticulagdo do PVA com BTCA para uma matriz PVA/PAA/HA;

Investigar a eficiéncia do processo de reticulacdo através da espectroscopia de
absorcao na regiao do infravermelho com transformada de Fourier;

Avaliar a influéncia da reticulagdo na superficie das nanofibras através da analise de
superficie com medidas de dngulo contato com a agua;

Investigar a morfologia das nanofibras formadas através de microscopia eletronica de
varredura (MEV);

Acompanhar a estabilidade das nanofibras e sua morfologia apds um periodo imersas
em agua, através de microscopia eletronica de varredura (MEV);

Avaliar a presenga da hidroxiapatita na matriz ¢ a forma de deposicao pelo técnica de
microscopia eletronica de varredura por emissao de campo (MEV-FEG).

Estudar a estabilidade térmica das nanofibras poliméricas através de analises de
termogravimetria (TG) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC);

Investigar as propriedades mecanicas das nanofibras por meio do ensaio de tragdo
comparando com as propriedades mecanicas do osso humano;

Entender o comportamento das matrizes fabricadas através do ensaio bioldgico para a

viabilidade celular (MTS).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

A parte experimental esta dividida em trés etapas sendo que primeiramente serdo
apresentados os materiais utilizados para obtencdo das nanofibras, posteriormente sera
mostrado o método para a preparagdao ¢ obtengao das matrizes e, entdo, serdo descritas todas

as técnicas de caracterizagdo aplicadas ao estudo.
4.1 MATERIAIS

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados os seguintes materiais: poli(alcool
vinilico) de massa molar (M) de aproximadamente 146.000 a 186.000 g/mol e 99%
hidrolisado, poli(acido acrilico) (PAA) (My: 450.000 g/mol), 4cido butano 1,2,3.4.-
tetracarboxilico (BTCA) de massa molar de 234,16 g/mol, hipofosfito monohidratado (M, =
105,99 g/mol) e hidroxiapatita (M, = 502,31 g/mol). Os reagentes foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. O alcool etilico (95 % PA) foi adquirido da empresa Nuclear.

42 METODOS
4.2.1 Preparaciao das solucdes e matrizes poliméricas

PVA foi dissolvido em agua destilada sob agitagdo magnética a temperatura ambiente
durante 24 h para se preparar uma solucdo a 6 % m/m. O PAA foi diluido em etanol (6 %
m/m) e deixado sob agitacdo a temperatura ambiente durante 24 h. Apds o periodo de
agitacdo das solugdes, prosseguiu-se com a reagdo de reticulagdo do PVA, adicionando-se
BTCA diretamente a solugdo com o Hipofosfito de s6dio monohidratado, na razdo de 2:1
(m/m), seguido por agitacdo por 15 minutos. Para investigar o efeito da concentragdo do
agente de reticulagdo na reagdo foram escolhidas as concentracdes de 2 e 6 % de BTCA
(m/m). Em seguida, as solu¢des de PVA reticulado e PAA foram misturadas na proporcao
1:1. A mistura resultante foi agitada a temperatura ambiente por 30 min.

Para estudar o efeito de diferentes concentracdes de HA, 10 e 15 % (m/m) foram
adicionados a solu¢do PVA/PAA 6 %.

Na Tabela 1, encontram-se descritas todas as variagdes das matrizes estudadas e sua

respectiva nomenclatura.

Tabela 1. Nomenclatura utilizada no trabalho.

MATRIZ | NOMENCLATURA
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PVA 100 % PVA
PAA 100 % PAA
PVA/PAA 50/50 % (m/m) PVA.PAA
PVA 2% BTCA / PAA 50/50 % (m/m) PVA.PAA 2 BTCA
PVA 6% BTCA / PAA 50/50 % (m/m) PVA.PAA 6 BTCA
PVA 2% BTCA / PAA 50/50 % (m/m) 10 % HA PVA.PAA 2 BTCA 10 HA
PVA 6% BTCA / PAA 50/50 % (m/m) 10 % HA PVA.PAA 6 BTCA 10 HA
PVA 2% BTCA / PAA 50/50 % (m/m) 15 % HA PVA.PAA 2 BTCA 15 HA
PVA 6% BTCA / PAA 50/50 % (m/m) 15 % HA PVA.PAA 6 BTCA 15 HA

4.2.2 Eletrofiacao

Depois de homogeneizadas, as solugdes foram colocadas em uma agulha de 1 mL para
a eletrofiagdo. Foi aplicado uma voltagem de 25 kV com uma distancia de 15 cm entre a
agulha e o coletor de aluminio. A taxa de alimentacdo foi entre 21 a 58 mm/h, de acordo com
a solucdo empregada. As nanofibras formadas foram destacadas do coletor de aluminio e
entdo levadas para a estufa a 180 °C por 4 min para permitir a efetividade da reagdo de

esterificacdo. Um esquema da metodologia aplicada pode ser observado na Figura 13.
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Figura 13. Esquema da metodologia empregada para constru¢do das matrizes
poliméricas.

43 CARACTERIZACAO DAS MATRIZES

As técnicas aplicadas para a caracterizagdo das matrizes foram realizadas, em sua

maioria, na Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O ensaio de viabilidade celular foi
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realizado na Universidade Nacional de Singapura (NUS) e o ensaio de microscopia eletronica
de varredura por emissdao de campo em Universidade de Caxias do Sul.

Para melhor compreensao das caracterizagdes realizadas nas matrizes e polimeros, a
Tabela 2 ilustra as técnicas empregadas neste trabalho.

Tabela 2. Caracterizacdes realizadas para cada matriz.

FTIR- FEG-
MATRIZ Solubilidade MEV | DSC TG Tragdo | WCA | Viscosidade | MTS
ATR MEV

PVA X X X X X X

PVA 2 BTCA

PVA 6 BTCA

PAA

PVA.PAA

PVA.PAA 2 BTCA

PVA.PAA 6 BTCA

PVA.PAA 2 BTCA 10 HA

PVA.PAA 6 BTCA 10 HA

PVA.PAA 2 BTCA 15 HA

T I B I I B ] ] I ]
LTI I I I B ] ] B ]

I I R S I
A | R A | K] A
I S T S S ]
I S T S ]
A | R A | K] A
A | R A | K] A

PVA.PAA 6 BTCA 15 HA

4.3.1 Solubilidade

Inicialmente as amostras foram testadas quanto a sua solubilidade. O objetivo foi
verificar sua estabilidade em agua. Para isso foi retirado um pedago da amostra e colocada em
um Becker com 4dgua destilada, a temperatura ambiente por 48 horas. Apos esse periodo, a
amostra era removida e transferida para um vidro reldégio que permanecia a temperatura
ambiente até sua secagem. Esse procedimento foi realizado antes e apds a matriz permanecer

em estufa a 180 °C por 4 minutos.

4.3.2 Espectroscopia de Absorcio na Regido do Infravermelho com

transformada de Fourier (FTIR-ATR)

A espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho baseia-se na absor¢do de
frequéncias de radiacdo na regido vibracional do infravermelho que inclui comprimentos de
onda (A) entre 2,5 pm e 25 um. A unidade utilizada para se referir a radiagdo na regido do
infravermelho vibracional do espectro eletromagnético ¢ chamada nimero de onda (v), que ¢
expresso em centimetros reciprocos (cm™). O niimero de onda é diretamente proporcional &

energia, assim, o infravermelho vibracional vai de 4000 a 400 cm’!. Transformada de Fourier

(FT) ¢ uma operagao matematica que pode separar as frequéncias das absor¢des individuais,
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obtendo-se um interferograma em menos de um segundo, sendo possivel obter dezenas de
leituras que quando somadas obtém-se um espectro com uma razao melhor sinal/ruido. O
preparo nao destrutivo da amostra por Refletancia Total Atenuada (ATR) ¢ uma técnica de
contato utilizada para analise de polimeros, onde se utiliza um cristal com alto indice de
refragdo (superior a da amostra) e baixa absor¢o na regido do infravermelho®.

Para a realizagdo destas analises foi utilizado o equipamento marca Bruker Alpha. As
medidas foram realizadas na faixa de 4000 a 400 cm™ com resolugio de 4 cm™” e 32
varreduras no modo de Refletancia Total Atenuada (ATR), com cristal de Seleneto de Zinco.
Todas as amostras permaneceram em estufa a vacuo por 24 horas na temperatura ambiente,
antes de serem analisadas no FTIR-ATR. As analises foram realizadas também nas amostras
submetidas ao ensaio de solubilidade, ou seja, apds a imersdo em agua por 48 horas. O
equipamento esta localizado no Laboratorio de Multiusuario de Analise Térmica (LAMAT),

do Instituto de Quimica da UFRGS.

4.3.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura ¢ um método de imagem de superficies para
caracterizagdo da morfologia de amostras sélidas, utilizando uma alta resolugdo quanto a
ampliagdo e profundidade do campo de até 100.000 vezes quando comparado a microscopia a
luz visivel. O modo de imagem por elétrons secundarios fornece as imagens da morfologia da
superficie em que a variagdo da intensidade da interagdo dos elétrons da amostra e dos
elétrons incidentes cria o contraste que revela a imagem da superficie®.

Para visualizar a morfologia das matrizes obtidas pelo método da eletrofiacdo, foi
utilizado o microscopico eletronico de varredura. As matrizes foram metalizadas com ouro e
as micrografias foram obtidas no modo SEI (imagem por elétrons secundarios) utilizando um
microscopico JEOL JSM 6060. O potencial de aceleragdo do feixe foi mantido constante no
valor de 10 kV. O equipamento encontra-se no Centro de Microscopia Eletronica desta
Universidade. Os diametros das nanofibras a partir das micrografias foram analisados
utilizando o software de andlise de imagem (Image J, National Institutes of Health, EUA).

Foram realizadas 100 medidas para cada imagem.

4.3.4 Microscopia eletréonica de varredura por emissio de campo (FEG-

MEYV)
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Em geral a resolu¢do do MEV esta determinada pelo didmetro do feixe de elétrons,
quanto menor seja este, maior a resolugdo alcangada, sendo limitante o valor tedrico imposto
pelas lentes objetivas e o fato de que a medida que se diminui o didmetro do feixe, diminui-se
simultaneamente a corrente, produzindo imagens com ruido muito alto. Este ultimo problema
¢ resolvido com o uso de canhdes de elétrons por emissdo de campo (FEG - “Field Emission
Gun”) que produzem um feixe de alta corrente e com diametros de 5-10 nm.
Consequentemente, a combinagdo de um canhdo de elétrons por emissdo de campo com uma
lente objetiva de maior desempenho proporciona o estudo de superficies com uma resolucao
extremamente alta. Essa técnica permite realizar um corte ortogonal de superficies, para uma
observagdo em 3D. Pode ser realizada a andlise quantitativa no MEV utilizando um
espectrofotometro por dispersdo de energia de raios-X (EDS). O EDS ¢é a microanalise
quimica que detecta raios-X emitido da amostra durante o bombardeio de um feixe de elétrons
para caracterizar a composigio elementar do analisado®®®’,

Um microscopico eletronico de varredura de emissdo de campo foi utilizado para
investigar a morfologia da matriz com a Hidroxiapatita. A matriz foi metalizada com ouro e
as micrografias foram obtidas no modo SEI (imagem por elétrons secundarios) utilizando um
microscopico FEG-SEM MIRA 1II, da TESCAN. O potencial de aceleragdo do feixe foi

mantido constante no valor de 15 kV. O equipamento encontra-se na Universidade de Caxias

do Sul.

4.3.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Na analise de DSC, o fluxo de calor é medido em uma amostra em funcdo da
temperatura ¢ do tempo. A amostra € colocada em um recipiente de aluminio que ¢ aquecido
de forma controlada, assim como um material de referéncia, geralmente um recipiente de
aluminio vazio. O DSC ¢ particularmente utilizado para investigar os pontos de fusdo e
cristalizagdo e a temperatura de transicdo vitrea do material estudado®.

As medidas de DSC foram realizadas em um equipamento DSC Q2000 TA
Instruments, utilizando atmosfera de nitrogénio. Para a realizagdo das andlises foram
utilizadas em torno de 2,0+1,0 mg de amostra. Elas foram aquecidas da temperatura ambiente
até 130-200 °C, conforme a amostra, com isoterma de cinco minutos. As amostras foram
entdo resfriadas até 0 °C e aquecidas novamente até 200 °C. As analises foram conduzidas a
uma taxa de aquecimento de 10 °C min”. O equipamento esta localizado no Laboratério de

Multiusuério de Andlise Térmica (LAMAT), do Instituto de Quimica da UFRGS.
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4.3.6 Termogravimetria (TG)

Um material ¢ submetido a analise termogravimétrica (TG) para medir continuamente
a perda de massa em func¢do da temperatura e do tempo. As alteragdes de peso sao medidas ao
colocar a amostra em um pequeno recipiente ligado a uma microbalanca e aquecida de
maneira controlada por um tempo especificado. A perda ou a mudanga de peso durante um
determinado tempo ou temperatura sao correlacionadas com as propriedades de estabilidade
térmica, a volatilizagdo de componentes da amostra, umidade ou conteido de solvente,
temperaturas de oxidagdo/reducio ou de decomposi¢io®.

Para analise de termogravimetria utilizou-se um equipamento SDT Q600, utilizando
atmosfera de nitrogénio. Para a realizacdo das anélises foram utilizadas em torno de 10,0 mg
de amostra. Elas foram aquecidas 10 °C (equilibrio de 5 min) at¢ 600 °C a uma taxa de
aquecimento de 10 °C min™'. O equipamento esta localizado no Laboratério de Multiusuario

de Analise Térmica (LAMAT), do Instituto de Quimica da UFRGS.

4.3.7 Ensaio de traciao

O ensaio de tragdo foi realizado para avaliar o comportamento mecanico da matriz
formada, investigando os seguintes parametros: a tensdo maxima na ruptura (o), que € a razao
entre a carga ou forga de tragdo (F) e a drea da secdo transversal inicial do corpo de prova (Ay)
expresso em MPa (Megapascal); a Elongacdo percentual (AL) que € o incremento da distancia
entre marcas a um determinado estagio de extensdo (L) quando comparado ao comprimento
original (L), expresso em percentual (%); e o Modulo de elasticidade ou Médulo de Young
(E) que ¢ a razdo entre a tensdo de tragdo nominal (6) e a deformagdo correspondente (),
abaixo do limite de proporcionalidade, expressa em MPa®.

Esse ensaio foi feito através da andlise dindmico-mecanica (DMA) utilizando um
equipamento T.A. Intruments modelo QA800 operando em modo “single cantillerver”. As
amostras foram recortadas em forma de retdngulo ¢ mantidas a temperatura ambiente no

momento da andlise. O equipamento para essa andlise fica localizado no Laboratério da

UFRGS.

4.3.8 Angulo de contato com a dgua (WCA)
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O formato que uma gota de liquido assume em contato com uma superficie solida
depende do angulo 6 que a gota de liquido faz com a superficie solida. O liquido molhara
completamente a superficie quando o angulo for igual a 0°, pois a nova superficie criada
possui energia de superficie y menor do que a superficie original solido-vapor (SV) (isto &,
Ysv > ysL + yvr). No outro extremo, a auséncia completa de molhamento ocorre quando o
angulo for igual a 180° e o molhamento parcial existe no intervalo de angulos de contato
compreendidos entre 0° e 90°. Quando a interagdo entre as moléculas do liquido com a
interface s6lida ¢ maior do que a interagao das moléculas entre si, ocorre o molhamento por
um liquido em uma superficie solida. De modo geral, as energias sdo menores do que as
correspondentes ¢ porque numa interface Soélido-Liquido (SL) quase todas as ligagdes
atdmicas e moleculares sdo completadas. O angulo de contato trard o dado de molhabilidade,
o quanto hidrofilico ou hidrofébico ¢ o material, através do angulo formado por uma gota de
agua na superficie do material®.

Para o ensaio de angulo de contato com a agua foi utilizado um equipamento da Kriiss
modelo DSA30, em que uma gota de agua deionizada foi depositada na superficie das
amostras, enquanto que a imagem era capturada por uma camera. O angulo de contato para
todas as amostras foi medido imediatamente ap6s o processo de deposi¢do da dgua na matriz.
Foi obtido um valor médio de 5 pontos de cada gota calculada de trés medidas de cada

amostra, obtidas a partir do software Surftens 3.0.

4.3.9 Viscosidade da solucao

A viscosidade foi investigada por estar relacionada diretamente ao didmetro da
nanofibra e pardmetros de eletrofiacio’®.

Os testes de viscosidade foram realizados em um viscosimetro digital DV-II+ PRO
(Brookfield). A temperatura de trabalho foi de 25 °C, a faixa de torque variou para cada
amostra e teve média de 71%, o modelo da ponteira utilizada ¢ SC4-18 ¢ foram realizadas

uma média de 10 medidas.

4.3.10 Viabilidade celular (MTS)

o MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil )-2H-
tetrazolio foi aplicado para verificacdo da viabilidade celular. O MTS é um método de

quantificagdo colorimétrico para a quantificacdo sensivel de células vidveis em proliferacao e

23



andlise de citotoxicidade. O método baseia-se na redugcdo de MTS composto de tetrazélio por
células vidveis para gerar um produto colorido de formazano que ¢ solivel em meio de cultura
celular. O corante formazano produzido por células viaveis pode ser quantificado por medi¢ao
da absorbancia a 490 nm. Geralmente 0 MTS ¢ reduzido de amarelo para pupura em células
vivas. Os produtos de degradacdo do polimero pode exercer um efeito toxico nas células
provocando uma redug¢do do numero de células viaveis refletindo na diminuicdo da
quantidade de formazano formado, principalmente nas 120 horas de cultura®®.

As amostras em um corpo de prova de 8 mm de diametro foram colocadas numa placa
de 96 pogos e esterilizadas com luz UV por 30 minutos, em seguida, as células tronco de
polpa dentaria foram semeadas sobre as fibras (4000) por pogo e cultivadas em DMEM
suplementado com 10% SFB. Apos os periodos de 24, 72 e 120 horas foram adicionados em
cada poco 100 uL de uma solu¢do de MTS. Depois de 3 horas na estufa, aliquotas de 200 uLL
foram recolhidas e vertidas em novas placas de 96 pocos de cultura de células, de modo a
medir a absorbancia a 490 nm. Os dados apresentados sdo as médias calculadas a partir de
trés amostras. A significancia das diferencas foi avaliada através da andlise de varidncia de
uma via (ANOVA). Os resultados foram considerados significantes quando p<0,05. Nas
mesmas condi¢des foi realizado teste ao controle de penicilina/estreptomicina (PS) a fim de
comparagdo com as amostras. Os ensaios foram realizados na Universidade de Singapura

(National University of Singapore).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 TESTES PRELIMINARES E SOLUBILIDADE

Inicialmente foram testadas propor¢des 30/70, 40/60, 60/40, 70/30 m/m de PVA/PAA,
porém nenhuma dessas matrizes obteve resultado satisfatorio para dar continuidade ao estudo,
pois todas elas se desfaziam em agua. A concentragdo de 6 % m/m para o PVA e PAA
estabelecida, foi baseada em dados da literatura e testes realizados. A escolha do solvente para
o PVA foi baseado na literatura, ja o PAA foi testado em agua e alcool, sendo que a utilizagdo
do alcool como solvente do PAA tornou a solu¢do melhor com maior uniformidade das fibras
no processo de eletrofiagdo. Foram preparados solugdes 8, 10 e 12 % m/m tanto de PVA
como de PAA, porém o aumento da concentracdo dificultava o manuseio no método de
preparacdo das nanofibras. Por fim, conforme o teste da Figura 14, em que foi verificado que
2 % m/m de BTCA em rela¢do ao PVA causava o efeito da reticulagdo esperada foi utilizada
essa taxa minima. A titulo de comparacdo foi estudada também a propor¢do 6% m/m de
BTCA em relagao ao PVA.

Foram realizados testes preliminares, onde as matrizes formadas foram imersas em
agua, antes e ap0s terem sido armazenadas em estufa a 180 °C. Os ensaios comprovaram que
as matrizes PVA/PAA 50/50 com a concentragdo de 2 % BTCA depois dos 4 minutos em

estufa, mantinham-se integras ap6s imersdo em agua. Na Figura 14 ¢é possivel verificar todas

as estapas desse processo para a matriz PVA.PAA 2 BTCA.

Figura 14. Matriz de nanofibras formada de PVA.PAA 2 BTCA: (a) Apo0s ser retirada
da estufa, (b) Mergulhada em agua, (¢) Apos 48 h mergulhada em agua.

As amostras imersas ¢ secas foram investigadas por espectroscopia de infravermelho

(FTIR-ATR) para verificar a possivel reacdo de reticulacdo, conforme explicado no item 5.2.
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O aspecto visual da matriz antes de imergir em agua, Figura 14(a), ¢ de um filme de
coloracdo branca e opaca. Apds um tempo submerso em d4gua, observa-se um filme
transparente, Figura 14(c). A fim de investigar a morfologia destas amostras e sua integridade
fisica apos imersdo em agua, foi realizada andlise de microscopia eletronica de varredura,

conforme o item 5.3.

5.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO
COM TRANSFORMADA DE FOURIER

5.2.1 Reticulacdo do PVA com BTCA

O teste de solubilidade, conforme descrito em 5.1, realizado para as matrizes com
somente 0 PVA e BTCA, demonstrou que elas de dissolveram em agua. A Figura 15
apresenta os espectros dessas matrizes soliveis em agua, antes e depois de serem
armazenadas na estufa e comparadas ao PVA sem a adi¢ao do BTCA.

Na analise do FTIR-ATR, percebe-se que ha um pequeno aumento de intensidade do
pico em 1142 cm™, que no PVA puro esta banda ¢ pouco percebida. A banda se justifica pela
possivel reagdo de esterificagdo que acontece entre os grupos hidroxila (OH) do PVA com os
grupos carboxilicos (COOH) do BTCA, pois a regido compreendida entre 1253 a 1025 cm’ é
caracterizada pela vibragdo de estiramento do C-O do éster®.

PVA
PVA 2 BTCA antes
A VM

i

PVA 2 BTCA depois
et
PVA 6 BTCA antes ™\

PVAGBTCAdepoly

Transmiténcia (u.a.)
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Figura 15. Espectro de FTIR-ATR para as nanofibras poliméricas de PVA com e sem a
adi¢do do BTCA. A seta indica o estiramento C-O do éster.

Esperava-se que a ligacdo de éster caracteristica também fosse evidenciada na regido

entre 1730-1750 cm™, porém a mesma pode estar deslocada e sobre posta pela banda de
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estiramento da carbonila, na regido de 1710 cm™. A evidéncia do pico da carbonila indica a
presenca de BTCA nas matrizes de 2 e 6 % BTCA e o aumento de intensidade comprova a
maior concentragdo de BTCA no meio, proveniente do grupo carboxilico. Outra observagao ¢
o aumento de intensidade e alargamento da banda OH compreendida na regido entre 3300-
3380 cm™ no espectro da F igura 15. Esse comportamento ¢ quando hd o aumento da
concentracdo do BTCA que pode ser um comportamento de ligacdes de hidrogénio.

A Figura 16 mostra a reagdo esperada para o PVA ¢ o BTCA. No entanto, ndo ¢
possivel comprovar a reacao de esterificacao.

PVA BTCA

HO 0]

e o + HOH --——

@)
o)

OH

Figura 16. Reacdo de esterificagdo esperada entre o PVA e o BTCA

Na reacdo mostrada pela Figura 16, o grupo hidroxila (-OH) do acido carboxilico do

BTCA se une ao hidrogénio do alcool do PVA e forma o éster e agua.

5.2.2 Adicido do PAA

A estabilidade da amostra comprovada no teste preliminar (item 5.1), quando se tem a

adi¢do do BTCA a matriz PAA.PVA, pode ser discutida a partir dos espectros da Figura 17.
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Figura 17. Espectro de FTIR-ATR para as nanofibras de PAA.PVA com e sem a
adicao de BTCA.

Na anélise do espectro da Figura 17 para o PVA puro tem-se: a banda de absor¢ao na
regido entre 3370-3270 cm™' referente ao estiramento da hidroxila (OH); a banda localizada na
regido 2952-2912 cm™ ¢ referente ao estiramento C-H de alcanos; ja em 1731 cm™ observa-se
uma banda referente a carbonila (C=0) do grupo acetil do PVA oxidado parcialmente; a
banda em 1425 cm™ caracteriza o estiramento COO™ (ion carboxilato que perde facilmente um
H"); em 1372 cm™ observa-se a banda referente a deformagdo -CHy; ja em 1253 cm™ ¢
referente a vibraco de estiramento C-O; a banda de 1088 cm™ vibracdo de estiramento C-O;
e por fim, em 848 cm™ verifica-se a deformagéo da liga¢dao (CH)- CH,.

Para o PAA puro, o espectro da Figura 17 mostra: em 2919 cm™ uma banda referente
ao estiramento C-H. Na regifio entre 2660-2650 cm™ ocorre o estiramento C-H de alcanos;
nessas regides também pode aparecer o estiramento O-H de 4cido carboxilico que vai de
3400-2400 cm™. Em 1700 cm™ aparece a banda de grande intensidade referente a vibragdo de
estiramento da carbonila C=0. Em 1246 cm™ hé a banda de vibracdo de estiramento do C-O;
em 1167 cm™ se refere a vibracdo de estiramento do C-O; e em 800 cm™ observa-se o OH
fora do plano. Os dois picos 1459 cm™ e 1412 cm™ do espectro do PAA se referem ao
estiramento simétrico e assimétrico de grupos COO". Este resultado confirma que os grupos
carboxilicos do PAA sdo dissociados em grupos COO’, o que ¢ essencial para a aplicagdo
desejada, pois a nanoparticula da matriz de PVA/PAA ficara rodeada de grupos carboxilato
(COO), provenientes do PAA e ancorados a superficie do PVA, que por interagdo

eletrostatica atrai os fons de calcio Ca®’, resultantes da HA. Os grupamentos fosfatos (POy),
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também da HA, interagem eletrostaticamente se agregando proximos a superficie. Assim, a
superficie fica totalmente coberta de uma camada de fosfato de calcio e, entdo ocorrera a
cristalizagdo secundaria de célcio e fosforo no topo de locais de nucleagdo inicial. Os grupos
carboxilato das moléculas do PAA tém sua disposi¢ao sobre a matriz orientada pela estrutura
dos grupos hidroxilas (-OH) do PVA”.

Ao visualizarmos o espectro, ndo fica clara a ocorréncia da esterificagdo, possivel
reagdao entre o0 PVA com BTCA e o PAA, por isso espera-se que a interagdo entre o PVA
reticulado com BTCA e PAA (Figura 18) se dé€ por ligagdes de hidrogénio entre os grupos
carboxilicos do PAA com as hidroxilas do PVA. Uma banda esperada seria a ligagao de éster
na regido entre 1730-1750 cm’', porém a mesma ndo apareceu. Podemos concluir que os
grupamentos caracteristicos principais do PVA e do PAA permanecem quando estes estdo
como mistura e na presenga do BTCA.

Ja foi relatado anteriormente que a interagdo do PVA com o PAA ocorre pelas fortes
ligagdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilas do PVA com os grupos carbonilas do
PAA®. Em outra pesquisa, a comprovagio da interagio PVA e PAA em hidrogéis, foi através
da andlise do FTIR-ATR em que com as ligagdes de hidrogénio do PVA sdo substituidos

pelas interagdes de ligagdes de hidrogénio entre o PVA e PAA™.
OH

0

BTCA 0

OH
-HO

H P fe)
Py o
PVA HO
+
/O\
H “Ho O,
HO
BTCA 7 OH
07 OH

Figura 18. Interagdo entre o PVA com BTCA e o PAA.
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Por fim, no espectro da Figura 17 ¢ possivel perceber o aumento da banda da carbonila
quando comparado a matriz com 2 % BTCA com a de 6 % de BTCA, o que comprova o

efeito do aumento da concentragdo do BTCA nas matrizes.

5.2.3 Permanéncia dos grupamentos caracteristicos apdés as matrizes

mergulhadas em agua

A Figura 19 mostra os espectros de infravermelho de duas matrizes, antes e apos 48

horas de imersao em agua.
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Figura 19. Espectros das nanofibras poliméricas antes e apds de 48 horas de imersao
em agua.

O espectro da Figura 19 indica a permanéncia dos grupamentos principais dessas
matrizes, mesmo apos a imersdo em agua por 48 horas. Quando a matriz ¢ composta pela HA,
a banda de vibragdo da carbonila em 1700 cm’! diminui sua intensidade, além disso, nota-se o
aumento de intensidade da banda de COO", em 1538 cm™, possivelmente pela dissociacio de

grupos carboxilicos.

5.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E VISCOSIDADE

A microscopia eletronica de varredura comprovou a presenca de fibras com uma média
de diametro variando entre de 273 a 437 nm dependendo da composicao de cada matriz. Para

comparacao foram estudadas as matrizes puras.
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Quando analisada todas as micrografias que compreendem as Figuras 20, 21 e 22
observa-se que ndo foi possivel realizar um controle do diametro das matrizes ¢ sem
alinhamento, pois verifica-se um grafico com larga distribui¢do de tamanhos e visualmente
fibras aleatorias.

Essas sao algumas dificuldades de controle do processamento da eletrofiagdo. Sabe-se
que o alinhamento das fibras poderia melhorar as propriedades mecanicas do material, pois
quando a fibra ¢ ordenada em um mesmo sentido as células do tecido se orientam dessa

. . . - . ~ . , 14
forma, influenciando o processo de diferenciagao celular e a calcificacao em tecidos Osseos .

31



| )

Média = 120 nm

Frequéncia (%)
rd
P

| I \

7 E \
g [ | jﬂ\%;m

¥ v ¢ Y ' y \
@0 L1 t %9 129 140 1460 0 200 220 R
Didmetro (nm)
@
304 FOT)
Média = 972 nm
£
e .
22
g \
w N\
\
r——'—’ \\\
I L’T AN .~
° 20 1000 1900 2880 2500
Démetro (nm)
40 -
/' \
w] () /
Média = 388 nm
30 4
- 2%
e
o
2 204
.% "4 /
w
10 4 /
$4 / \.
[ [ l,"'w‘[ },
100 ane 300 @0 800 €00 70 830 w00
Didmetro (nm)
1600 PVA
1500 - I PAA
1400 J (g) B PVA PAA

Média dos diametros (nm)
©
8
1

1

Nanofibras

Figura 20. Micrografias de MEV das matrizes de PVA e PAA puros e quando misturados e
respectivos graficos de frequéncia dos diametros: (a) PVA, (b) Distribui¢ao dos diametros do
PVA, (c) PAA, (d) Distribuicdo dos diametros do PAA, (e) PVA.PAA sem reticulagao, (f)
Distribuicao dos diametros da matriz PVA.PAA e (g) Médias dos didmetros das respectivas
nanofibras. (Magnificagdo 5000x).
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Figura 21. Micrografias de MEV das matrizes de PVA.PAA com 2% de BTCA e adi¢do de 10
e 15% de HA e respectivos graficos de frequéncia dos didmetros: (a) PVA.PAA 2 BTCA, (b)
Distribuicdo dos didmetros do PVA.PAA 2 BTCA, (c) PVA.PAA 2 BTCA 10HA, (d)
Distribuicdo dos didmetros do PVA.PAA 2 BTCA 10HA, (e) PVA.PAA 2 BTCA 15HA, (f)
Distribuicao dos didmetros do PVA.PAA 2 BTCA 15HA e (g) Médias dos didmetros das
respectivas nanofibras. (Magnificagao 5000x).

33



(b)

71\
‘\\ Média = 366 nm
_ / \
8 1 /” \
3 /
g ,"/ 1 % !
w ! \
v\
N i 7
s /| 1 i #
VAl {
o ! 1 .
I i i ~
b i =R
Didmetro (nm)

"1 @

25

Média = 365 nm

20

Frequéncia (%)

A\

S\

o
]
3
2
S
3
3

®
—

- . Média =273 nm
g Vo .
1 N\

7‘ VA { \

y. 7.
el NN (L
- . D»Ame(.r;)(nm) - -

500 4

Média dos diametros (nm)
@
8
S

100

1

Nanofibras

Figura 22. Micrografias de MEV das matrizes de PVA.PAA com 6% de BTCA e adi¢do de 10
e 15% de HA e respectivos graficos de frequéncia dos didmetros: (a) PVA.PAA 6 BTCA, (b)
Distribuicao dos didmetros do PVA.PAA 6 BTCA, (c) PVA.PAA 6 BTCA 10HA, (d)
Distribuicdo dos didmetros do PVA.PAA 6 BTCA 10HA, (e) PVA.PAA 6 BTCA 15HA, ()
Distribuicao dos didmetros do PVA.PAA 6 BTCA 15HA e (g) Médias dos didmetros das
respectivas nanofibras. (Magnificagao 5000x).
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Na Figura 20, comparam-se as matrizes sem a presen¢a do agente reticulante. Na
matriz de PVA, Figura 20a, percebe-se a presenca de “beads”, destacadas por flechas na
figura. Estas estruturas podem ser causadas pela baixa concentracdo da solu¢do, ou seja,
viscosidade ndo suficiente para permitir a formacdo de um jato estdvel no processo de

7071 A distribuicdo de didmetro das fibras da matriz de PVA situa-se entre 60-

eletrofiacao
140 nm. J& a matriz de PAA apresenta didmetros de fibras maiores quando comparadas ao
PVA, o que pode ser causado pelo aumento da viscosidade da solugdo, pois para o PAA a
viscosidade ¢ de 579 cP. A imagem 20e, que se refere matriz formada pela mistura PVA e
PAA, mostra nanofibras sem a presenca de “beads”, o que pode ser causado pelo aumento de
viscosidade, quando comparada as matrizes puras de PVA e PAA. A Figura 20g apresenta os
diametros médios dessas nanofibras e o desvio padrdo. O didmetro médio da matriz
PVA.PAA, 388+122 nm, aumenta quando comparada ao PVA puro, 120+40 nm, ¢ diminui
quando comparado ao PAA puro, 972+505 nm. Esse comportamento ¢ em fun¢do das fortes
ligagcdes intermoleculares de pontes de hidrogénio entre PVA e PAA.

Nas microfotografias de MEV das matrizes de 2 % BTCA com adigdo de 10 e 15 % de
HA na matriz, observa-se que a presenga da HA, e depois o aumento da sua concentragao,
diminui o didmetro da fibra, conforme ilustra a Figura 21. O mesmo ¢é observado na Figura
22, quando comparamos as matrizes PVA.PAA 6 BTCA com a presenca de 10% e 15% HA.
Verifica-se que a presenga da HA nas matrizes provoca a diminui¢ao do diametro médio, esse
comportamento pode ser associado a viscosidade, que também diminuiu.

A discussdao com base na viscosidade fica limitada no caso de PAA, PVA.PAA 2
BTCA 10 HA ¢ PVA.PAA 6 BTCA 10 HA, pois a viscosidade destes ndo repercutiu em
diametros elevados.

Quando comparado a matriz PVA.PAA 2 BTCA (Figura 21a) e a matriz PVA.PAA 6
BTCA (Figura 22a), percebe-se que esse aumento de concentragdo do BTCA na matriz, ndo
causou nenhum impacto significativo para o didmetro, o que estd de acordo com o valor de
viscosidade das solucdes que também ndo sofreram variacdes com a adi¢do de BTCA. O
mesmo comportamento ¢ observado quando comparado as matrizes PVA.PAA 2 BTCA 10
HA (Figura 21c) e PVA.PAA 6 BTCA 10 HA (Figura 22c) e, também, para as matrizes
PVA.PAA 2 BTCA 15 HA (Figura 21e) e PVA.PAA 6 BTCA 15 HA (Figura 22e).
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Tabela 3. Resultados da

viscosidade e valores do diametro médio das nanofibras

poliméricas.
MATRIZ VISCOSIDADE MEDIA DOS DIAMETROS
(cP) (nm)

PVA 45+0,2 120 + 40

PAA 579+ 174 972 £ 505

PVAPAA 1244 + 28,6 388 + 122

PVA.PAA 2 BTCA 791+7,0 370 £ 97

PVA.PAA 6 BTCA 789 £ 6,2 366 + 107

PVA.PAA 2 BTCA 10 HA 1627 + 96,2 319+ 111

PVA.PAA 6 BTCA 10 HA 1818 + 138,0 365+ 94

PVA.PAA 2 BTCA 15 HA 667 + 6,6 256 £ 76

PVA.PAA 6 BTCA 15 HA 546 £3,2 273 + 88

Com as micrografias foi possivel verificar fibras mesmo ap6s 48 h imersas em agua. A
Figura 23 mostra a matriz PVA.PAA 2 BTCA 10 HA, antes (a) ¢ depois da imersdo em agua

(b). Nestas micrografias ¢ possivel observar que as fibras se apresentam coalescidas pelo

efeito da dgua.

Figura 23. Micrografias de MEV da matriz de PVA.PAA 2 BTCA e 10 HA: a) Antes
da imersdao em agua e b) Apds 48 horas imerso em agua. (Magnificagdo 5000x).

Com a analise de MEV-FEG foi possivel verificar como a HA se deposita na matriz de
nanofibras. Um aglomerado de cristais de HA foi visualizado de acordo com a imagem da
Figura 24a, em um tamanho de 11 pm. Os cristais medidos do aglomerado tinham em média
457 nm. Com a ajuda do EDS na técnica MEV-FEG comprovou-se a presenga de calcio e
fosforo na matriz PVA.PAA. Conforme mostra o grafico da Figura 24c, é possivel perceber o
pico caracteristico de calcio (Ca), em 3,6 keV, na amostra de PVA.PAA 6 BTCA 15 HA e o
pico de fosforo (P) em 2,1 keV. O ouro foi utilizado para o preparo da amostra, por isso 0s
picos desse elemento estdo destacados. A Figura 24b indica através do retangulo, o local onde

foi feita a analise de EDS, no caso da Hidroxiapatita estd indicada como Spectrum 2. As
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outras duas areas indicadas na Figura 24b mostram pode haver um pequeno cristal da HA
depositado na matriz, conforme comprova os graficos da Figura 24d e 24f pelo pequenos
picos de Ca e P. A técnica de microscopia com EDS ja foi utilizada para detectar a HA em

. 2
uma matriz de nanofibras’>.

gSpectrum 2
»

Eectrum 4

Spectrum 3

SEM HV: 15.0 kV WD: 14.76 mm MIRA3 TESCAN|

SEM MAG: 10.00 kx Det: SE 5um
View field: 27.7 ym  Date(m/dly): 06/25/15 Performance in nanospace

Figura 24. Micrografias de MEV-FEG com grafico de EDS para amostra PVA.PAA 6
BTCA 15 HA: a) Micrografia da matriz com destaque para a HA; b) Micrografia da matriz
com a regido demarcada para analise de EDS; c) Grafico do EDS para a regido demarcada
como Spectrum 2; d) Grafico do EDS para a regido demarcada como Spectrum 3 e e) Grafico
do EDS para a regido demarcada como Spectrum 4.
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54 ANGULO DE CONTATO COM A AGUA (WCA)

A anilise de WCA ¢é um método rapido e facil de examinar superficies””. Através da
hidrofilicidade das nanofibras é possivel avaliar as propriedades quimicas da superficie’".
Além disso, as caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas das matrizes de nanofibras podem
influenciar na adesdo e proliferacdo da célula’.

Quando realizado o ensaio para a matriz de PVA ¢ PAA puros, nao foi possivel o
calculo de angulo de contato, pois a gota de agua foi rapidamente absorvida na superficie das
matrizes. J4 a medida de WCA para a matriz PVA.PAA, sem a adigdo de BTCA, pode ser
observado na Figura 25a, com um valor de 58,5°. Esse valor ainda caracteriza uma superficie
de molhabilidade parcial®, ou seja, hidrofilicas. Quando analisada a matriz de PVA.PAA com
adi¢do de 2 % de BTCA, Figura 25b, o angulo de contato aumenta para 91,1°, caracterizando
uma matriz hidrofébica®. Ou seja, 0 BTCA atuou de forma a modificar as propriedades da
matriz polimérica. Ao observar a matriz PVA.PAA 2 BTCA 15 HA, Figura 25c, o valor de

angulo de contato foi de 109,2°, também caracterizando uma superficie hidrofébica.

(a) (b) /\'

L Y

Figura 25. Angulo de contato (a) PVA.PAA sem reticulagio, (b) PVA.PAA 2 BTCA, ¢
(c) PVA.PAA 2 BTCA 15 HA.

Os valores de WCA para todas as amostras analisadas estdo resumidas na Tabela 4.

Tabela 4. Valores de angulo de contato (WCA) para as nanofibras poliméricas.

MATRIZ WCA

PVA Naio foi possivel medir

PAA Naio foi possivel medir
PVA.PAA 58,5°45,1°
PVA.PAA 2 BTCA 91,1°£3,6°
PVA.PAA 6 BTCA 91,6°+4,1°
PVA.PAA 2 BTCA 10 HA 109,6°+4,0°
PVA.PAA 6 BTCA 10 HA 112,2°43,9°
PVAPAA 2 BTCA 15 HA 109,2°46,3°
PVA.PAA 6 BTCA 15 HA 110,6°45,2°

38



Verifica-se que a grande diferenca de valor de WCA estd quando comparamos a
matriz PVA.PAA sem o agente reticulante com as matrizes na presenca do BTCA. O perfil da
superficie muda, de hidrofilica para hidroféobica. Nao ¢ possivel verificar diferenca
significativa do valor do angulo quando ocorre o aumento da concentragdo do BTCA na
matriz, assim como o aumento da concentragdo da HA. Quando comparada as matrizes com
BTCA sem HA e a matriz com a presenca da mesma, percebe-se um pequeno aumento do
valor de WCA. Esse comportamento ja foi estudado, sendo justificado pelo aumento da
rugosidade causada pela HA®.

De fato quando PVA e PAA formam a mistura, a forte intera¢do intermolecular de
ligagdes de hidrogénio formada entre o grupo hidroxila do PVA com o grupamento
carboxilico do PAA causa a mudanca da superficie e consequentemente o aumento do angulo
de contato quando comparadas com as matrizes puras. Portanto, ¢ com a presenga de BTCA
que a matriz se torna hidrofobica, pela maior quantidade de grupamentos carboxilicos
provenientes do BTCA e consequentemente aumentando as interagdes intermoleculares de

ligacdo de hidrogénio.

5.5 ANALISES TERMICAS — TG e DSC

As propriedades térmicas das matrizes de nanofibras foram determinadas através de
analises de calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e por andlise termogravimétrica (TG).
O comportamento térmico que mede a perda de peso em fungdo da temperatura e do tempo de
todas as matrizes estudadas, do PVA e PAA antes do processamento foi determinado a partir
da analise termogravimétrica (TG). Ao observar a Figura 26, nota-se que em geral as amostras
apresentam basicamente quatro etapas de perda de massa, com excecao dos componentes
puros, que estdo separados na Figura 27. Os resultados de e todas as amostras estdo reunidos

na Tabela 5.
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Figura 26. Curvas termogravimétricas de perda de massa das matrizes de nanofibras.

Nas curvas da matriz de PVA e do PVA antes do processamento, Figura 27a, observa-
se a primeira etapa de degradacdo entre aproximadamente 30 e 200°C, que corresponde a
perda de agua. A segunda etapa em que a degradagdo ocorre a partir dos 200°C com pico
maximo em 303 °C para o PVA nanofibra, ¢ caracteristica da decomposicdo de sitios e
cadeias ligados a cadeia principal do PVA. A terceira etapa de decomposi¢cdo térmica que
ocorre com pico maximo em torno de 430 °C ¢ caracteristica da decomposi¢do da cadeia
principal de PVA. Apo6s os 500 °C verifica-se a decomposi¢do de residuo organico. Do PVA
nanofibra para o PVA antes do processamento, ocorre pequenos deslocamentos no pico
maximo de degradacdo, provocados pelo aumento de tensdo provocada pela eletrofiacao.

Na Figura 27b, do PAA e do PAA antes do processamento, observa-se 5 etapas de
decomposicao, sendo o primeiro pico definido que ocorre a 79 °C e 49 °C respectivamente,
determinado pela primeira derivada da perda de massa. Essa transi¢do ¢ consequente dos
vapores de dgua desprendidos da molécula. Posteriormente no pico maximo de degradacgdo a
201,6 °C para o PAA, ocorre a perda do (-COQO"). A 282,7 °C ocorre a perda de massa pela
formacao de anidrido, em 395,6 °C ocorre a decomposi¢ao da cadeia principal e, por fim, com
perda de massa de 21,6 % correspondente ao produto da decomposi¢ao por oxida¢do do

material organico. A decomposi¢do da cadeia principal iniciada em 390 °C ja foi comprovada
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por andlise TG anteriormente, assim como o inicio da formagdo do anidrido do PAA a 250
o062,

Verifica-se que do polimero processado ao polimero puro de PAA ocorrem algumas
diferengas no comportamento térmico para as primeiras etapas de degradacgdo, porém a cadeia
principal se degrada na mesma temperatura para as duas formas de PAA, 395,6 °C e 395,0 °C.
Nesse caso pode-se concluir que ha uma pequena variagdo no comportamento térmico afetado

pelas cargas estaticas do processo de eletrofiagao.
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Figura 27. Curvas termogravimétricas (a) TG/DTG para PVA e PVA antes do
processamento, (b) TG/DTG para PAA e PAA antes do processamento e (c) TG/DTG para
PVA.PAA nanofibras.

Verifica-se que as matrizes PVA.PAA sem adi¢do de qualquer componente como esta
ilustrado na Figura 27c, e quando compara-se as matrizes PVA.PAA com BTCA ¢ HA,
conclui-se que seguem a mesma tendéncia no comportamento térmico, contendo 4 etapas de
degradacdo, conforme observado de forma geral na Figura 26. Na primeira etapa ocorre a
perda de massa relativa ao desprendimento da agua e na segunda, do —COO". A terceira etapa
¢ relacionado a quebra da cadeia principal do PVA e por tltimo do PAA. Os residuos para as
matrizes variaram bastante, obtendo-se o menor residuo na matriz PVA. PAA 2 BTCA 15

HA. Essa variagao ¢ em funcdo das pequenas diferencas das quantidades utilizadas no ensaio
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e o residuo formado sdo cinzas, ndo tendo maiores estudos relacionados a esse residuo
formado.

Tabela 5. Resultados das curvas TG/DTG para as amostras.

Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3 Estagio 4 Estagio 5 Residuo
MATRIZ TCCP | L(%)’ | TCO' | L(%)" | TCC)* | L(%)" | TCO)* | L(%)* | TCO)* | L(%)° (%)
PVA 127,9 3,7 303,1 67,7 435,8 9,0 - - - - 19,6
PVA antes proces. 92,1 5,6 313,9 74,4 4273 12,9 - - - - 7,1
PAA 79,1 7.4 201,6 7,1 282,7 16,2 395,6 28,0 424,5 21,6 19,7
PAA antes proces. 49,6 5,5 226,0 10,1 302,6 16,5 395,0 29.7 428,5 24,6 13.6
PVA.PAA 116,5 11,4 191,9 9,3 3184 37,1 4279 37,5 - - 4,7
PVA.PAA 2 BTCA 87,0 7.4 186,3 7,5 3133 35,2 4313 39,9 - - 10,0
PVA.PAA 6 BTCA 100,6 6,3 202,2 8,0 271,9 17,4 359,8 42,1 - - 26,2
PVA.PAA 2 BTCA 10 HA 30,9 8,0 186,8 9,7 3133 33,7 429.,6 37,6 - - 11,0
PVA.PAA 6 BTCA 10 HA 96,7 6,8 177,2 8,7 304,8 28,3 433,6 33,5 - - 22,7
PVA.PAA 2 BTCA 15 HA 30,3 19,4 1829 12,6 311,6 27,3 430,7 36,4 - - 43
PVA.PAA 6 BTCA 15 HA 100,6 7,5 176,6 9,5 307,7 28,7 433,0 33,1 - - 21,2

* Temperatura maxima de degradagio; ° Percentual de massa perdida na etapa.

As Figuras 28 e 29 apresentam os termogramas de DSC para o segundo ciclo de
aquecimento. No segundo ciclo de aquecimento ¢ possivel determinar a temperatura de
transi¢do vitrea das amostras, observando-se a variagao da linha base da curva DSC.

A temperatura caracteristica da transicdo do estado borrachoso para o rigido em um
polimero € conhecido como temperatura de transi¢do vitrea (7). A transi¢do vitrea ocorre em
polimeros amorfos e semicristalinos, e ¢ devida a uma reducdo no movimento de grandes
segmentos de cadeias moleculares causada pela diminui¢do da temperatura. Esses eventos
ocorrem quando um material rigido é aquecido em uma temperatura abaixo da 7. E
importante a determinagdo da 7, pois influencia nos parametros para a fabricacdo e de

J4

1. O resumo dos valores de T, das amostras é encontrado na

processamento do materia

Tabela 6.
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Figura 28. Termogramas de DSC para as nanofibras poliméricas sem reticulagdo (2°
ciclo de aquecimento).

Naio houve variagdes significativas nos valores da T, entre as matrizes processadas € 0s
polimeros antes do processamento, apds observar a Figura 28. O elevado valor de T, para o
PAA se da por esse polimero possuir uma grande quantidade de ligagdes duplas e aumento
dos grupos polares em sua estrutura. Do contrario, o PVA possui ligacdes simples em sua
estrutura obtendo-se o menor valor de 7,. Essas informagdes reafirmam o motivo pela qual
foram escolhidos esses polimeros, onde o PVA ¢ de natureza flexivel e o PAA agrega um
carater mais rigido a matriz.

Contudo, constata-se uma modificagdo da 7, na curva da matriz PVA.PAA, da Figura
28, além de termos uma mistura totalmente miscivel de PVA ¢ PAA. A temperatura de
transi¢do vitrea da matriz PVA.PAA possui um valor intermedidrio entre os dois polimeros
puros, pois diminui os grupamentos polares confrontando a estrutura do PAA e tem-se na
mistura as ligagdes duplas, quando comparado ao PVA. E ainda, a interagdo por fortes
ligacdes de hidrogénio entre o0 PVA e PAA restringe o movimento molecular, aumentando a

rigidez, ao comparar com o PVA puro.
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A diferenga da posicdo da linha de base verificada na Figura 28, ao observar o PVA
nanofibra ¢ o PVA antes processamento, assim como para as duas curvas de PAA, ¢ em
funcio da quantidade inicial de amostra utilizada para o ensaio®”.

Conforme a Figura 29 verifica-se que na adi¢do de dois novos componentes se obtém
misturas totalmente misciveis e que tanto a presenca do BTCA quando a da HA e o aumento
de propor¢do deles na matriz PVA . PAA ndo influenciam significativamente no valor da 7,

mantendo-se os valores com pequenas variagdes.

PVA PAA 2BTCA

PVA PAAGBTCA

PVA.PAA 2BTCA 10 HA

PVA.PAABBTCA 10 HA

PVA PAA 2BTCA 15 HA

PVA PAABBTCA 15

Fluxo de calor (W/g)

¥ I . 1 » 1 I .
0 20 40 60 80
Temperatura (°C)

T 1
100 120

Figura 29. Termogramas de DSC para as nanofibras reticuladas (2° ciclo de
aquecimento)

Percebe-se que a adi¢cdo do BTCA a matriz PVA .PAA ndo interfere na T, por ter maior
importancia as interagdes intermoleculares do PVA e PAA do que a reagdo de esterificagdo
com o BTCA. Assim como o que foi levantado na revisdo bibliografica, a HA se deposita na
matriz, o que também ndo influencia no valor de 7, por ndo participar das ligacdes na

estrutura da matriz PVA.PAA. Em resumo a andlise térmica permitiu verificar que a
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temperatura de transi¢do vitrea ndo sofreu variagdes comparando a matriz PVA.PAA com as
composicdes de BTCA e HA, porém em relagdo aos polimeros puros o valor foi
intermediario.

Tabela 6. Temperatura de transi¢do vitrea para as nanofibras de PVA.PAA ¢ os
polimeros puros, antes € apds o processamento.

MATRIZ Ts

(°C)

PVA antes processamento 70,5
PV A nanofibras 70,7
PAA antes processamento 131,0
PAA nanofibras 130,8
PVAPAA 99,5
PVA.PAA 2 BTCA 105,2
PVA.PAA 6 BTCA 92,4
PVA.PAA 2 BTCA 10 HA 99,4
PVA.PAA 6 BTCA 10 HA 100,4
PVA.PAA 2 BTCA 15 HA 98,6
PVA.PAA 6 BTCA 15 HA 97,4

5.6 ENSAIO MECANICO DE TRACAO

As propriedades mecanicas das matrizes de suporte de nanofibras foram avaliadas pelo
teste de tracdo. Através dos resultados do ensaio ilustrado na Figura 30 e resumidos pela
Tabela 7, observa-se que ha uma tendéncia de aumento do valor de tensdo na ruptura nas
matrizes com o BTCA e HA, quando comparadas as matrizes puras de PVA e PAA. Para a
elongacdo os valores aumentaram quando comparados ao PAA, mas variaram quando
comparadas ao PVA. Os resultados de Mddulo de Young teve em sua maioria menores

valores na matrizes estudadas quando comparados ao PVA e PAA puros.
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Figura 30. Propriedades mecanicas sob tragdo (a) Modulo de Young, (b) Elongacao ¢
(c) Tensao maxima na ruptura.

A adicdo do BTCA na matriz PVA.PAA, de um modo geral, provocou um aumento
nos valores de tensdo na ruptura e diminuicdo dos resultados de Elongacdo e do Mddulo de
Young. Ja o acréscimo do teor do agente reticulante na matriz PVA.PAA de 2 % para 6 %,
causou um aumento da tensdo na ruptura para as amostras sem o0 BTCA e com 10 % de HA.
O valor de tensdo teve queda para a matriz com 15 % de HA. Esse aumento do BTCA na
matriz provocou também uma diminui¢do na Elongac¢do e aumento do Modulo de Young,
com excec¢do na matriz com 10 % de HA que ndo variou.

Ao observar os resultados do incremento da HA na matriz PVA.PAA, verifica-se que
ha aumento da tensdo maxima de ruptura quando comparada a matriz sem a HA, mas diminui
para a matriz com 15 % de HA, quando comparada a matriz com 10 %. J4 o Modulo de
Young aumenta com aumento da HA na matriz. De fato ocorre o aumento da resisténcia a
tracdo e do valor de Modulo de Young, isto ¢ atribuido a um aumento de rigidez. Tanto a
presenca do BTCA que tem a funcdo de reticular e empacotar as cadeias, quanto a adicdo da

HA que ¢ um componente rigido inorganico, provoca esse comportamento. Porém, ao
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aumentar a quantidade de HA de 10 % para 15 % em peso do PVA/PAA, a diminuigdo de
resisténcia ¢ atribuida a aglomeragdo das nanoparticulas de HA em concentragdo mais
elevada. Esse comportamento ja foi relatado anteriormente em uma matriz de PVA e colageno
e incremento de 5 % para 10 % de HA®.

Tabela 7. Resultados das propriedades mecanicas sob tragdo obtidas para as matrizes.

Tensao na ruptura Elongacao Médulo de Young

N (MPa) (%) (MPa)
PVA 54,949 6,98+0,37 0,0619+0,0044
PAA 86,6+30 2,91+0,85 0,0227+0,0084
PVA.PAA 100,4+7 25,28+4,16 0,0531+0,0149
PVA.PAA 2 BTCA 110,2+12 3,42+0,05 0,0154+0.0041
PVA.PAA 6 BTCA 114,6+3 3,36+0,26 0,0173+0,0068
PVA.PAA 2 BTCA 10 HA 187,4+39 6,15+0,96 0,019040,0156
PVA.PAA 6 BTCA 10 HA 241,1+14 5,75+2,13 0,0182+0,0004
PVA.PAA 2 BTCA 15 HA 136,3+£23 8,12+4,16 0,0219+0,0052
PVA.PAA 6 BTCA 15 HA 96,1+3 4,01+0,26 0,0254+0,0015

As propriedades mecanicas de um osso humano tém como caracteristicas: resisténcia
maxima a tracao de 150 MPa77, elongagdo de 3,89 %’® ¢ modulo de elasticidade em 0,0174
MPa’’, podendo variar conforme o local analisado.

Os resultados obtidos mostram que as matrizes PVAPAA 2 ¢ 6 BTCA 10 HA

possuem boas propriedades mecanicas, para aplicacao desejada.

5.7  VIABILIDADE CELULAR (MTS)

O teste de MTS, Figura 31, foi realizado para verificar a viabilidade celular nas
matrizes eletrofiadas das amostras de PVA.PAA 6 BTCA, PVA.PAA 6 BTCA 10 HA ¢ 3
PVA.PAA 6 BTCA 15 HA utilizando o PS como controle.

A quantidade de formazano produzido € proporcional ao niumero de células vivas em
cultura uma vez que a reducdo quimica de formazina num produto colorido é dependente do
namero de células viaveis’ .

Dentre as amostras testadas, aquelas contendo a hidroxiapatita tiveram um aumento
estatisticamente significativo em relacdo as demais e ao controle (PS) durante 24 horas (p <
0,05). Apds 72 e 120 horas nao houve aumentos significativos das amostras em relacdo ao
controle. O ensaio MTS demonstra que as células expostas a estes suportes mantém a
capacidade de proliferar durante até 72 horas.

A fosfatase alcalina ¢ uma enzima ligada & membrana e a sua atividade ¢ utilizada
como um marcador de diferenciacdo osteoblastica, uma vez que ¢ produzida apenas por

células que apresentam ECM mineralizado®.
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Figura 31. Ensaio de MTS nas matrizes e o PS como controle utilizando células-tronco
de polpa de dente. Teste Anova: diferenga significativa * (p < 0,05); ** (p < 0,01); *** (p <
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho matrizes de nanofibras formadas a partir de PVA/PAA com a
incorporagao da HA foram preparadas com sucesso pelo método de eletrofiagcdo. Através de
analises preliminares verificou-se que a matriz que era composta de PVA e PAA com o
minimo de 2 % BTCA nfo se desfazia em agua. Essa mudanca de comportamento foi
comprovada pelas medidas de WCA, em que a matriz sem o agente reticulante resultou em
um angulo de contato de 58,5° enquanto que as matrizes com a presenca do BTCA
obteviveram angulo de contato acima de 90°, caracterizando as matrizes com superficie
hidrofébicas. Além disso, a partir dos espectros do FTIR-ATR nao ¢ possivel comprovar uma
possivel reagdo de esterificagdo entre PVA e BTCA e PVA/BTCA e o PAA, pela auséncia de
banda de éster nos espectros analisados. Porém, € possivel verificar que essas interagdes
podem ser por ligacdes de hidrogénio. A técnica de FTIR-ATR foi util para comprovar os
principais grupamentos na matriz de PVA/PAA.

Pelo MEV estudou-se a morfologia das matrizes em que foi possivel comprovar a
presenca de nanofibras com as médias variando entre 273 nm a 437 nm. Ainda com o MEV
verificou-se a presenca de fibras mesmo apos a matriz permanecer imersa em agua por 48 h.
A HA na matriz foi detectada pela técnica MEV-FEG com EDS em que no grafico aparecem
picos referentes a calcio e fosforo que sdo componentes da HA, além de verificar como a HA
se deposita na matriz.

As analises térmicas indicaram que a mistura PVA/PAA/HA com BTCA era
totalmente miscivel e que as caracteristicas foram intermediarias para os polimeros puros,
porém com boa estabilidade térmica para aplicacao desejada.

Com o ensaio mecanico conclui-se que os resultados foram semelhantes com as
caracteristicas do osso humano, para as matrizes PVA.PAA 2 BTCA 10 HA e PVA.PAA 6
BTCA 10 HA. O incremento de HA na matriz de 10 % para 15 % influencia as propriedades
mecanicas, devido a aglomeragdo da HA como ja estudado anteriormente.

Por fim, o ensaio de viabilidade celular ajudou a verificar que as células cultivadas na
presenca da matriz PVA.PAA 6 BTCA 15 HA mantiveram atividade por pelo menos 72 h.
Sendo assim a matriz PVA/PAA/HA reticulada com BTCA ¢ uma opgao para testar como um

suporte, visando aplicacdo em sistema osteocondutor.
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7.  SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Buscando complementar os estudos sobre a matriz desenvolvida neste trabalho e
visando sua aplicacdo como um biomaterial para sistemas osteocondutores, sugerem-se

alguns temas a serem investigados a partir da deste projeto.
e Analisar o grau de reticulagdo e a concentragdo de hidroxiapatita nas nanofibras;

e Analise da porosidade da matriz, ja que essa ¢ uma condi¢do para uma melhor adesao

das células;

e Realizar outros ensaios bioldgicos através de ensaios de adesdo e proliferacao celular

de células tronco;

e Avaliar outros polimeros capazes de sofrer reagdo de reticulagdo com BTCA;
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