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RESUMO

Nesse trabalho foi utilizado a Norbixina um carotenoide obtido pela reacdo de saponificacdo
da bixina extraida das sementes do urucum (Bixa orellana), bastante utilizado nas indudstrias
alimenticias, téxteis e cosméticas, com potencial tecnolégico em aplica¢fes farmacéuticas e
biomédicas. O poli (alcool) vinilico (PVA) um copolimero cujas atividades fisico-quimicas e
biologicas sdo comprovadas em inumeros estudos, poréem os seus filmes sdo pouco resistentes
a degradacdo e a interagcdo celular. O objetivo desse trabalho foi desenvolver e avaliar as
propriedades de filmes formados pela a associagdo de poli (&lcool) vinilico, poli (etileno)
glicol, norbixina, e hidroxiapatita pela técnica de evaporacdo de solvente (Casting) em
concentragcdes variando de 10 e 40% em peso de acordo com cada composicdo para ser
utilizado em reparacao e lesdes tecidual. Os filmes foram caracterizados por espectroscopia na
regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios X (DRX),
termogravimetria (TG), microscopia optica (MO), microscopia eletronica de varredura
(MEV), propriedade mecanica, avaliacdo de hemocompatibilidade e atividade antimicrobiana.
Os resultados por FTIR da blenda apresentaram deslocamentos satisfatorios das bandas com a
insercdo do PEG, assim, como na intensidade dos picos em relacdo a matriz de PVA. Ja para
os scaffolds foram observadas mudancas significativas com o surgimento e o desaparecimento
de bandas de acordo com a composicdo. Por DRX, foi possivel observar um deslocamento
para angulos maiores com a inser¢do do PEG e da NBx em relacdo a matriz de PVA e uma
modificacdo na estrutura cristalina em relagdo ao PVA. Por TG foi observado que a
estabilidade térmica dos sistemas variou de acordo com o tipo de material empregado. Para a
microscopia éptica foi possivel observar que a blenda de PVA/PEG se apresentou de forma
homogénea, sem mudanca de fase. J& para os scaffolds foi possivel observar uma
homogeneidade com excecdo para a composicdo PVA/PEG/NBx/HA. O MEV mostrou que
ambos os scaffolds apresentaram diferentes estdgios de agregacdo que interferem na
miscibilidade dos componentes. As propriedades mecanicas mostraram que os filmes de
PVA/NBx e PVA/PEG/NBx/HA apresentaram mddulo de elasticidade semelhante, o que 0s
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define como estaticamente iguais. O PVA/PEG/NBx é a composi¢do mais flexivel. A
avaliagdo de hemocompatibilidade se mostrou favoravel para todos os scaffolds. Os scaffolds
demonstraram atividade inibitéria frente as bactérias E. Coli e Staphylococcus Aureus e 0
fungo Candida Albicans para testes in situ. Os scaffolds investigados apresentaram resultados

promissores in vitro, para possiveis aplicagdes in vivo.

Palavras-chave: PVA, scaffolds, biomateriais, atividade citoldgica, regeneracdo tecidual.



SILVA, Raimundo Miguel da Silva Junior, Desenvolvimento e Avaliacdo de Blendas de
PVA/PEG e Scaffolds de PVA/PEG/NBx/HA para Regeneracdo Tecidual, 2021. Tese
(Doutorado em Ciéncias dos Materiais) — Programa de Pds-graduacao em Ciéncias dos
Materiais, Universidade Federal do Piaui, Teresina.

ABSTRACT

In this work, Norbixin was used a carotenoid obtained by the saponification reaction of bixin
extracted from annatto seeds (Bixa orellana), widely used in the food, textile and cosmetic
industries, with technological potential in pharmaceutical and biomedical applications. Poly
(alcohol) vinyl (PVA) is a copolymer whose physical-chemical and biological activities are
proven in numerous studies, but its films are not very resistant to degradation and cellular
interaction. The objective of this work was to develop and evaluate the properties of films
formed by the association of poly (alcohol) vinyl, poly (ethylene) glycol, norbixin, and
hydroxyapatite by the solvent evaporation technique (Casting) in concentrations ranging from
10 and 40% in weight according to each composition to be used in repair and tissue injuries.
The films were characterized by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray
diffraction (DRX), thermogravimetry (TG), optical microscopy (MO), scanning electron
microscopy (SEM), mechanical property, evaluation of hemocompatibility and antimicrobial
activity. The FTIR results of the blend showed satisfactory displacements of the bands with
the insertion of PEG, as well as in the intensity of the peaks in relation to the PVA matrix. As
for the scaffolds, significant changes were observed with the appearance and disappearance of
bands according to the composition. By XRD, it was possible to observe a shift to greater
angles with the insertion of PEG and NBX in relation to the PVA matrix and a change in the
crystalline structure in relation to PVA. By TG it was observed that the thermal stability of
the systems varied according to the type of material used. For optical microscopy it was
possible to observe that the PVA / PEG blend was homogeneous, without phase change. For
the scaffolds it was possible to observe a homogeneity with the exception of the composition
PVA / PEG / NBx / HA. The SEM showed that both scaffolds showed different stages of
aggregation that interfere with the miscibility of the components. The mechanical properties
showed that the films of PVA / NBx and PVA / PEG / NBx / HA showed similar modulus of
elasticity, which defines them as statically equal. PVA / PEG / NBx is the most flexible

composition. The hemocompatibility assessment was favorable for all scaffolds. The scaffolds
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showed inhibitory activity against the bacteria E. Coli and Staphylococcus Aureus and the
fungus Candida Albicans for in situ tests. The investigated scaffolds results in promising
results in vitro, for possible in vivo applications.

Key words: PVA, scaffolds, biomaterials, cytological activity, tissue regeneration.



1. INTRODUCAO
Nas Ultimas duas décadas, foi possivel observar os progressos alcangados na area da

salde, aliados & engenharia e a outros ramos da ciéncia, que tém permitido uma grande
evolucdo das técnicas de reconstituicdo das funcGes totais ou parciais de 6rgdos e tecidos.
Neste contexto, os biomateriais tém ganhado grande importéncia, que se encontra associada
ao desenvolvimento de técnicas cirdrgicas e de novos implantes e proteses, com efeito, em
ortopedia, odontologia e outras partes do corpo (Sachico, et al. 2017).

Assim, 0 avango da engenharia tecidual, area do conhecimento interdisciplinar que
integra ciéncia e tecnologia, busca restaurar, reparar, ou manter os tecidos do corpo, a partir
de biomateriais que permitam desenvolver materiais que auxiliem nos processos
reconstrutivos de partes do corpo e que incrementem tratamentos, melhorando a qualidade de
vida dos seres humanos (Sachico, et al. 2017; Rui-Xue Sun, et al. 2017).

O conceito de biomaterial esta interligado a definicdo de dispositivo médico,
principalmente os que sdo implantados no corpo humano, tendo caracter temporario ou
permanente. Com isso, se busca estudar e compreender as principais propriedades e
aplicacOes desses biomateriais, isolados ou combinados de forma a conhecer e/ou produzir
scaffolds que possam se ajustar na formacdo de um novo tecido, simulando meios fisicos e
quimicos equiparados aos dos seres vivos, como interacdes bioldgicas, proteicas e peptidicas,
adesdo celular, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo como alternativa para substituir os
métodos tradicionais para reparacdo destes defeitos (Rui-Xue Sun, et al. 2017).

Destaca-se o poli (alcool) vinilico (PVA) e o seu copolimero (PVAc) que sdo produzidos
a partir de reacbes simples de hidrélise, onde a relacdo do percentual de hidroxilas no
copolimero final, apos a reacdo, e o numero total inicial de grupos acetila determina o grau de
hidrolise. Entre as varias caracteristicas do PVA, tem-se que: apresenta biocompatibilidade,
ndo toxicidade, alta hidrofilicidade, boa estabilidade quimica, solubilidade em &gua (grau de
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hidrolise a partir de 95% a 70 °C), capacidade de formacdo de filmes, propriedades de adeséo,
elevadas propriedades interfaciais e mecénicas, exibe adeséo celular e absorgdo de proteinas
minimas e flexibilidade (Kamoun, 2015).

Uma das formas de se melhorar as propriedades fisico-quimicas e mecanicas do PVA
é a incorporacdo de aditivos como o poli (etileno) glicol (PEG), que proporciona melhor
adesdo entre as fases do sistema de PVA/PEG, aumentando assim sua flexibilidade e o seu
volume livre, permitindo através da troca de polaridade uma melhor interacdo (Mansur,
Orefice & Mansur, 2004).

Além da associagdo polimeérica é reportado na literatura a adicdo ao PVA de
substancias como antibidticos, antifingicos, extratos com propriedades antioxidantes,
particulas metalicas, sementes, fibras naturais, células, e argilominerais como adesdo a matriz
polimérica, melhorando suas propriedades aumentando, assim, futuras aplicaces (Chaudhari,
et al. 2016; Ahmed, et al. 2018).

O objetivo desse trabalho foi desenvolver e avaliar membranas de PVA, da blenda de
PVA/PEQG, e dos scaffolds de PVA/NBx, PVA/PEG/NBx ¢ PVA/PEG/NBx/HA em proporg¢des
variando entre 40 a 100% em peso. Os sistemas foram preparados pela técnica de evaporagao
de solvente (casting). A incorporagdo do plastificante poli (etileno) glicol (PEG), da norbixina
e da hidroxiapatita propendeu a melhoria das propriedades dos filmes de PVA (flexibilidade e

maciez) e direciona-los a aplicagdes em cicatrizagdo e reparagao tecidual.
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RESUMO

Neste trabalho apresentamos uma revisdo da literatura acerca do poli (&lcool) vinilico (PVA),
que é um polimero sintético de estrutura simples, hidrofilico, in6cuo, biocompativel,
biodegradavel, ndo carcinogénico, atoxico que apresentar boa estabilidade quimica e
comercialmente compativel, além de possuir um grau de hidrolise variado durante o processo
de copolimerizacdo. Tem como principais aplicacbes o uso em sistemas de liberagédo
controlada de drogas, adesivos, emulsificantes e matriz polimérica na engenharia de tecidos.
Assim, como a norbixina (NBx) um carotenoide obtido pela reagéo de saponificacdo da bixina
extraida das sementes do urucum (Bixa orellana), bastante utilizado nas inddstrias
alimenticias, téxteis e cosméticas. No entanto, suas aplicagdes farmacéuticas e biomédicas
despertam a cada dia a comunidade cientifica no que tange o seu potencial tecnolégico, como
um biomaterial no combate a atividades anti-flamatorias, antifungica, antibacteriana,
anticarcinogénica, antioxidante e na combina¢do com outros materiais para reparagdo
tecidual. O poli (etileno) glicol (PEG) um plastificante quimicamente estavel, sendo
considerado alififilico, de facil manuseio, com grande propensdo a formacdo de complexos,
podendo inclusive associar-se a eletrélitos em solucbes diluidas. Associamos a estes
componentes a hidroxiapatita (HA) que dentre os materiais bioceramicos o que mais se
assemelha ao mineral 6sseo, sendo este bastante utilizado como biomaterial para aplicacdes
de reposicdo e regeneracdo Ossea, podendo ser aplicado para outras reposi¢es teciduais,
devido a sua excelente biocompatibilidade, bioatividade, osteoconducdo e ndo produzirem
reacOes adversas na construcdo de scaffolds. Portanto, apresentamos algumas consideracdes
sucintas acerca do potencial destes materiais, no que corresponde a novas estruturas na
formacdo de blendas e compdsitos scaffolds, permitindo a concepcdo de novos materiais a

partir da matriz polimérica de PVA.

Palavras-Chave: PVA, norbixina, hidroxiapatita, scaffolds, regeneracédo tecidual.
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ABSTRACT

In this work, we present a literature review about poly (alcohol) vinyl (PVA), which is a
simple, hydrophilic, harmless, biocompatible, biodegradable, non-carcinogenic, non-toxic
synthetic polymer that has good chemical and commercially compatible stability, in addition
to have a varying degree of hydrolysis during the copolymerization process. Its main
applications are the use in controlled release systems for drugs, adhesives, emulsifiers and
polymeric matrix in tissue engineering. Thus, like norbixin (NBXx) a carotenoid obtained by
the saponification reaction of bixin extracted from annatto seeds (Bixa orellana), widely used
in the food, textile and cosmetic industries. However, its pharmaceutical and biomedical
applications awaken the scientific community every day with regard to its technological
potential, as a biomaterial in combating anti-inflammatory, antifungal, antibacterial,
anticarcinogenic, antioxidant activities and in combination with other materials for tissue
repair . Poly (ethylene) glycol (PEG) is a chemically stable plasticizer, being considered
aliphilic, easy to handle, highly prone to complex formation, and may even be associated with
electrolytes in diluted solutions. We associate these components with hydroxyapatite (HA)
which, among bioceramic materials, is the most similar to bone mineral, which is widely used
as biomaterial for bone replacement and regeneration applications, and can be applied for
other tissue replacements, due to its excellent biocompatibility. , bioactivity, osteoconduction
and do not produce adverse reactions in the construction of scaffolds. Therefore, we present
some succinct considerations about the potential of these materials, in what corresponds to
new structures in the formation of blends and scaffold composites, allowing the design of new

materials from the polymeric matrix of PVA.

Key words: PVA, norbixin, hydroxyapatite, scaffolds, tissue regeneration.
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1.  INTRODUCAO
A engenharia de tecidos é um campo multidisciplinar que integra varias areas das

engenharias, assim como as mais diversas areas da medicina clinica e genética, que
interconectadas visam aprimorar terapias e/ou desenvolver métodos da engenharia e das
ciéncias da saude que restaurem, melhorem, dificultem ou impecam o agravamento da fungéo
tecidual comprometida de forma a apresentar comportamento biol6gico e fisiolégico. Para
isso utilizam-se suportes, matrizes, blendas, bionanocompésitos, filmes e membranas
poliméricas semeados com células e/ou fatores de crescimento que possam vir substituir o
tecido lesionado (Kamoun, 2015; Sachico, et, al. 2017).

O principal objetivo da engenharia de tecidos é restaurar e melhorar a funcdo dos
tecidos, preparando andaimes tridimensionais porosos e semeando-0s com celulas e fatores de
crescimento (Chaudhari, et al. 2016). Essas trés coisas (andaimes, células, fatores de
crescimento) sdo conhecidas como "a triade da engenharia de tecidos” e esse sistema €
instalado em um ambiente apropriado em um biorreator (Dlaska, et al. 2015; Stratton, et al.
2016). O termo "engenharia de tecidos”, onde a engenharia e as ciéncias estdo
interconectadas, foi utilizado pela primeira vez em 1988, porém Langer e Vacanti usaram esse
termo em um artigo de revisdo publicado na Science in 1993.

Os crescentes avancos da engenharia tecidual apontam possiveis abordagens no que se
refere ao uso e aplicacdes de biomateriais para regeneracdo da pele, de 6rgdos ou 0ssos
especificamente, sejam como suporte ou atraveés de sinais biolégicos que estimulem a
proliferacdo e diferenciacdo celular na substituicdo de tecidos ou 6rgaos. Além disso, esses
materiais devem requerer componentes basicos de boa funcionalidade como: sinais
morfogeneticos que induzam hipoteticamente a mesma funcdo adaptativa da funcdo original,
células hospedeiras sensitivas a esses sinais, um interlocutor que leve esses sinais a sitios
especificos (auto- intersticiais) e um hospedeiro compativel e viavel (Meeichyn, et al. 2017).
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Por sua vez, é cada vez mais comum o uso e aplicacdo de biomateriais em
contrapartida a métodos tradicionais, tais como: autoenxertos e xenoenxertos, que embora
sejam tratamentos padrdes, estes podem nédo serem eficazes, tendo em vista que enxertos séo
avasculares e dependentes de difusdo. Entretanto outros fatores podem ainda contribuir para a
ineficiéncia do método como, por exemplo, o tamanho do defeito a ser reparado e a
viabilidade do hospedeiro. Além disso, a reabsorcdo tecidual corresponde a um processo
imprevisivel, o enxerto pode ser reabsorvido pelo corpo antes do processo completado, isso,
combinado ao tipo de doador e ao tempo de cirurgia necessario torna esse procedimento
dispendioso e com grandes chances de morbilidade local associada a outras complicacdes
como dor, infeccéo e alteragdes hematologicas (O brien, 2011; Sachico, et, al. 2017).

Assim, os procedimentos citados muitas vezes apresentam resultados aquém do
esperado o0 que tem se tornado um desafio a pesquisadores e estudiosos no ramo da
engenharia tecidual. Por isso, se torna cada vez mais necessario a utilizacdo de biomateriais
que venham melhorar as propriedades fisico-quimicas e mecanicas de materiais ja existentes.
Por tanto, acredita-se que o uso combinado de certos biomateriais levard menos complicac6es
relacionadas ao reparo ou substituicdo do tecido ou de uma possivel rejeicdo (O brien, 2011;
Ashraf, henning & Michler, 2010; Stratton, et al. 2016).

Nesse sentido, é cada vez mais frequente 0 uso de polimeros como alternativa viavel
como biomateriais na construcdo de scaffolds por apresentarem estabilidade durante o uso,
serem adaptaveis na forma e no tamanho, de facil processabilidade, ndo apresentarem estresse
pos-implante, ajustaveis no que se refere as propriedades mecéanicas e biodegradaveis, além
do baixo custo. Esses polimeros podem ser de origem natural ou sintética, e ambos podem ser
utilizados na construcdo de scaffolds para o desenvolvimento de suportes biomédicos na
engenharia tecidual (Stevens, 2008).

Dentre os varios polimeros sintéticos utilizados como suportes, géis, hidrogéis,
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curativos, pinos, substitutos 0Osseos, suturas, ligas, lentes de contatos e Orgdos para
regeneracdo ou substituicdo do tecido lesionado, o poli (&lcool) vinilico (PVA) tem sido uns
dos mais empregados na engenharia tecidual, principalmente no que se refere a construcdo de
scaffolds para reparacdo e reconstrucdo tecidual, devido as suas propriedades como
biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesividade e atoxicidade (Pires, Bierhalz &
Moraes, 2015).

A eficiéncia do PVA aliado a outros polimeros sintéticos ou biolégicos hd muito
tempo vem sendo avaliado, preferencialmente os polimeros hidrofilicos como é o caso do poli
(etileno) glicol (PEG), 6xido de polietileno (PEO) e a quitosana dentre outros. A combinacéo
desses polimeros na formulacdo de blendas ou de bionacompdsitos visa melhorar as
propriedades mecanicas desses materiais, como flexibilidade, maciez, abrasdo e
bioadesividade entre outras (Kamoun, 2015). Nesse trabalho, optamos pelo poli (etileno)
glicol (PEG) um poliéster diol linear, soldvel em &gua, sendo considerado um material
imunologicamente seguro, pois € eliminado pelo corpo em tempo habil apds o seu uso,
atoxico e quimicamente inerte, pois pode ser misturado tanto em meio basico quanto em meio
acido (Moghimi&Moghimi, 2008; Kouchak,et al. 2014; Sasaki, Murakami & Suzuki, 2016).

Varios sdo os atrativos que norteiam o poli (alcool) vinilico (PVA), e o poli (etileno)
glicol (PEG). No entanto, € comum na literatura a adicdo do PVA e do PEG a outras
substancias como antibidticos, antifingicos, extratos com propriedades antioxidantes,
sementes, particulas metalicas e argilominerais com propriedades biologicas reconhecidas
(Hamad, Hunter & Moghimi, 2008). Nesse caso adicionamos a norbixina (NBx) e a
hidroxiapatita (HA) na constru¢do de suportes para possiveis aplicacBes da neoformacéo
tecidual.

A norbixina um carotenoide natural solivel em &gua (&cido dicarboxilico) que

apresenta formula molecular Cy4H2304, obtido naturalmente por extracdo das sementes de
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urucum (Bixa Orellana) e/ou por um processo de reacdo de saponificacdo a partir da bixina
(Costa & Chaves, 2005), tem como umas de suas principais caracteristicas a organizacdo
molecular com 24 carbonos com ligagdes duplas conjugadas com capacidade de extinguir
radicais livres, além de serem bastante utilizada pela indUstria téxtil e alimenticia na producéo
de corantes e no tingimento de tecidos (Sousa Junior, et al. 2005;Yusa-Marco, et al. 2008,
Zhang & Zhong, 2013).

Por outro lado, sdo crescentes os estudos a cerca de suas potencialidades para fins
fisico-quimicos e biolégicos e contra determinados fungos, microorganismos e bactérias,
devido suas propriedades antioxidantes, microbiana e antitumoral, que podem otimizar a
recuperacdo do tecido lesionado (Sousa Junior, et al. 2005; Yusa-Marco, et al. 2008;
Muthukumar, et al. 2014; Zhang & Zhong, 2013).

Atualmente, a literatura aponta varios estudos acerca dos efeitos genotoxicos,
teratogénicos ou mutagénicos desses materiais, que objetivam avaliar suas propriedades e
interacdes com outros materiais (Santos, et al. 2014). Estudos feitos por Costa (2005)
apontam perspectivas de que o uso da norbixina ndo possui efeitos toxicos sobre células
hepaticas, renais e da medula ¢ssea.

Por fim, optou-se pela utilizacdo da hidroxiapatita como um dos ativos na confeccao
do scaffold por sua capacidade de adesdo ao tecido Gsseo, visto que esse bioceramicos de
fosfato de célcio € um constituinte mineral natural encontrado no osso (Costa, et al. 2009;
Guastaldi & Aparecida, 2010; Rey, et al. 2007). Em decorréncia dessa similaridade da
hidroxiapatita (HA) com a parte mineral de 0ssos e dentes, observam-se caracteristicas
importantes como biocompatibilidade, biodegradabilidade, osteocondutividade e bioatividade
para construcdo do scaffold. Além disso, o uso da hidroxiapatita (HA) pode favorecer a

proliferacdo de células dsseas (fibroblastos e osteoblastos), o que torna seu uso em aplicacdes
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de implantes biomédicos e regeneracdo éssea extremamente interessante (Guastaldi &
Aparecida, 2010; Rey, et al. 2007).

Diante disso serd apresentado uma revisdo bibliografica sobre as estratégias e
materiais utilizados nas mais diversas terapias regenerativas e de técnicas para a engenharia
tecidual, além de um breve resumo sobre os materiais que compdem esse trabalho, como o
poli (alcool) vinilico (PVA), o poli (etileno) glicol (PEG), a norbixina (NBX), a hidroxiapatita

(HA) e alguns trabalhos relevantes utilizados para compor os resultados.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 SCAFFOLDS

Scaffolds podem ser designados como um suporte ou matriz extracelular que auxilia as
células na proliferacdo, diferenciacdo e na sua biossintese (Prachi, et al. 2014; Ikada, 2006;
Rossella, et al. 2016; Yu, Xia & Ni, 2018). Dentro desta perspectiva 0 uso e aplicacdo desses
arcaboucos aumentam exponencialmente a cada ano devido a analogia de varios estimulos,
conectando, proteinas estruturais e materiais genéticos para varias aplicagdes na engenharia
tecidual (Yu, Xia & Ni, 2018; Rossella, et al. 2016).

Essa gama de aplicabilidade de fato faz com que cada vez mais aumente a procura e a
producdo de arcaboucos que apresente sinais regenerativos para as células a partir de
biomateriais que possam imitar aqueles que se encontra em ambiente natural, proporcionando
propriedades multifuncionais ao tecido. Os crescentes avangos nas pesquisas com celulas-
tronco, diferenciacdo celular e tecidual tém permitido e impulsionado a simulacdo e
elaboragdo em laboratorio de tecidos combinando matrizes extracelulares, celulas e moléculas
bioativas (Dhandayuthapani, et al. 2011; Moreno Madri, et al. 2019). Estes suportes
comportam-se como moldes para a restauracdo de um tecido danificado ou formacdo de um
novo tecido, seja funcionando como base para o crescimento celular ou como veiculo para a
entrega de substancias biologicamente ativas (Moreno Madri, et al 2019; Varaprasad, et al.
2017).

No entanto, a regulamentacdo para o desenvolvimento das pesquisas, aplicacdo e
terminologia tem sido documentada a partir de normas que estabelecem os critérios
necessarios para uso tanto in situ como in vivo, tais como: normas ASTM (American Society
for Testing and Materials) e ISO (International Organization for Standardization)dentre as
quais, F2312-03, F2211-13, F2312-11e F3163-16, ISO 10993-18:2005, 1SO 10993-11: 2017,
ISO 10993-10: 2010, ISO 10993-4: 2017 e ISO 10993-5: 2009 (Grasemi-Mobarakeh, 2019).

Esses suportes apresentam-se como estruturas tridimensionais em dupla camada (2D)
ou superficie tripla (3D), com diferentes tipos de matrizes, nos quais podem vir a ter
aplicabilidades distintas dependendo do local, do tipo de tecido lesionado, bem como a
degradacdo da matriz ao longo do tempo (Santos, 2019). Dentro desse contexto podemos
classificar esses suportes em porosos, hidrogéis, fibrosos e os constituidos por microesferas,
que fornecem mecanismos e propriedades bioativas e biodegradaveis, ajustando-se na

formacdo de um novo tecido, simulando meios fisicos, quimicos e interacbes biologicas
17



equiparadas aos seres vivos (Fei, et al. 2014; Aochen, et al. 2018). De acordo com a figura 1

sdo apresentadas as etapas para a obtencdo de materiais aplicaveis para engenharia tecidual.

Figura 1: Esquema representativo das etapas de processamento de materiais aplicaveis na engenharia
de tecidos. Fonte: Adaptado de (Yasuhico, 2005).
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Os scaffolds porosos e 0s constituidos por microesferas destacam-se por apresentarem
uma microestrutura de maior adesdo celular e elevada superficie de contato entre 0s
constituintes do suporte, promovendo uma maior proliferacdo e diferenciacdo celular,
assegurando uma rapida vascularizacdo (Chiu, et al. 2011).

Os hidrogeis caracterizam-se por apresentar estrutura tridimensional em reticulos de
cadeias de polimeros que, em contato com a agua, aumentam de volume, tornando-se
biocompativeis. Esses polimeros podem ser de origem natural tais como, a agarose, 0
alginato, a quitosana ou de matriz sintética como, os metacrilatos, acido poliglicélico, poli
(etileno) glicol, e o poli(alcool) vinilico (Chiu, et al. 2011; Kamakshi, et al. 2016).

Scaffolds fibrosos sdo muito utilizados na engenharia de tecidos, principalmente por
possuirem aspecto parecido com a matriz extracelular nativa na sua dimensao e constitui¢do
proteica, como observado para alguns biomateriais que apresentam essas caracteristicas, tais
como colageno, elastinas, fibronectina e laminina (Dhandayuthapam, et al. 2011). A
ilustracdo da Figura 2 mostra a classificacdo quanto ao tipo de um scaffold.

Estes biomateriais possuem propriedades osteocondutoras, e raramente propriedades
osteoindutivas ou osteogénicas, alem de servir de suporte mecanico. Uma funcéo significativa

para a construgdo desse arcabouco é o fato de induzirem a migracdo de matéria viva
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(proteinas e peptideos) para o crescimento celular, proveniente do tecido adjacente, para a
formacdo do tecido lesionado; outra funcdo é que arcaboucos carregadores de células
osteogénicas autdégenas podem ser colonizados em biorreatores e reaplicados na reconstrucao

do tecido lesionado (Tierong, et al. 2018; Rashtrapal, et al. 2017).

Figura 2: Classificacdo quanto ao tipo de scaffolds. Fonte: Adaptado (Chang & Park, 2007).
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Estas e outras especificagdes levam a necessidade de construir e desenvolver suportes
com caracteristicas intrinsecas que atendam demandas especificas (Ahmed, et al. 2018).
Estudos apontam quatro métodos utilizados na fabricacdo de scaffolds, sendo que cada técnica
a ser utilizada depende do tipo de biomaterial adicionado ao arcabouco, levando em
consideracdo suas potencialidades e suas respectivas desvantagens (Ahmed, et al. 2018;
Huang, et al. 2018; Rao, et al. 2019), dentre os quais destacamos o0s por moldagem de
solvente (Solvent Casting), moldagem de solvente com lixiviacéo particulada (Solvent casting
with particulateleaching), espuma de gas (gasfoaming), separacao de fases (phaseseparation),
liofilizacdo (Lyophilisation/freeze-drying), automontagem molecular (molecular self-
assembly) e eletrofiacdo (electrospinning) (Ahmed, et al. 2018; Huang, et al. 2018; Rao, et al.
2019).

Destacamos a técnica por intercalacdo do solvente (Solvent Casting) como sendo uma
das mais aplicadas e que permite a obtencdo de scaffolds a partir de solucBes poliméricas na
construcdo de filmes finos, peliculas ou membranas. Com o passar do tempo o solvente
evapora lentamente, seja em temperatura ambiente ou em uma temperatura controlada,
permitindo observar melhorias em propriedades como espessura, porosidade, flexibilidade e
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maciez que podem variar de acordo com o polimero e os aditivos incorporados, que podem
ser um farmaco, uma molécula bioativa, substancias que melhorem as propriedades mecanicas

e ativas dos constituintes da solugdo (Ahmed, et al. 2018).

2.2 REQUISITO DE UM SCAFFOLD
2.2.1 Biocompatibilidade

A escolha de biomateriais para ser usado na concepgéo de scaffolds parte do principio
de serem ndo téxicos e compativeis com todos os elementos celulares, promovendo deste
modo uma interacdo favoravel e uma boa regeneracéo tecidual (Daniel, et al. 2015; Cunha, et
al. 2011). Os scaffolds precisam apresentar semelhancas com o tecido hospedeiro que seja
substituido, além disso, necessitam ser biodegradaveis, apresentar estimulos fisiolégicos e
bioreabsorviveis 0 que parcialmente ird diminuir o risco de rejei¢do ou inflamacéo (Cunha, et
al. 2011).

2.2.2 Bioatividade

Com o passar do tempo, a meta encontrada por pesquisadores para 0 uso de
biomateriais scaffolds foi que ndo s6 pudessem substituir um tecido danificado e promover
suporte mecanico, mas que pudesse oferecer um minimo de resposta biolégica ao individuo.
Essa caracteristica para a concep¢do de scaffolds é primordial, pois a partir dela se busca
direcionar fatores bioquimicos, tais como fatores de crescimento, proteinas e genes entre
outras moléculas bioativas auxiliando no processo de regeneracdo (Hernandez, et al. 2010;
Puppi, et al. 2010).

O andaime formado por essas biomoléculas, ainda ajudam no direcionamento para o
local desejado e o controle de liberacdo celular dentro do arcabouco o que melhora e orienta a

organizacdo e neovascularizacdo (Hernandez, et al. 2010; Puppi, et al. 2010).

2.2.3 Propriedades fisica, quimicas e mecanicas
As propriedades fisico-quimicas para a montagem de scaffolds dependem
irrestritamente da escolha do material a ser utilizado, sendo que estas podem ser de varias
formas e estruturas dependendo do tecido a ser substituido (Chiu, et al. 2011). Os biomateriais
se caracterizam por apresentar estruturas e formas versateis, passiveis de diferentes
geometrias, de forma a se adequar as mais variadas necessidades dos tecidos (Chiu, et al.
2011), destaque para as formas tubular e achatada usadas na sua maioria na regeneragdo de
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0ss0s, intestino e figado.

2.2.4 Biodegradaveis

Requisito importante de um biomaterial na montagem de um scaffold como ja
mencionado em varias situacOes anteriores. Pesquisas apontam que 0S materiais mais
utilizados clinicamente na atualidade sdo bioativos, biocompativeis e biodegradaveis, e 0s
mais pesquisados sdo 0s bioativos, biodegradaveis e biomiméticos. Isso mostra a importancia
do uso de um biomaterial biodegradavel na concepcao de um scaffold ao serem incorporados
ou absorvidos apds dissolucdo (Holzapfel, et al. 2014; Prachi, et al. 2014).

3. TIPOS DE MATERIAIS UTILIZADOS

O crescente desenvolvimento tecnolégico nas areas da saude e em outras areas afins
torna-se essencial e avancam a cada dia. No entanto, apesar do progresso alcangado, ainda ha
coisas totalmente rotineiras na vida humana que estéo longe de ser totalmente compreendidas
e manipuladas, uma delas é o nosso corpo. Assim como as areas da salde, a engenharia dos
materiais também tem contribuido para manter nossos sistemas em bom funcionamento e
ajudar-nos a lidar com os efeitos do envelhecimento, permitindo uma melhoria na qualidade
de vida da populacao (Ji, et al. 2015).

Nesse contexto atual um dos principais desafios da area seria: compreender como sao
0S materiais encontrados em nosso corpo e como imita-los de forma a se obter uma melhor
resposta (Ji, et al. 2015; Vukajlovic, et al. 2019; Varaprasad, et al. 2017).

O termo biomaterial pode ser compreendido como sendo qualquer substancia ou
combinacgdo de substancias, naturais ou sintéticas, que possam ser utilizados e aplicados nas
ciéncias da salde e que interajam biologicamente, com 0 objetivo de tratar, expandir e/ou
substituir quaisquer partes do corpo humano (Langer & Vacanti, 1993; William, 1988;
Ratner, et al. 2013; Tierong, et al. 2018; Vukajlovic, et al. 2019). Os mecanismos de acdo e
classificacdo dos biomateriais estdo correlacionados podendo ser osteocondutores,
osteoindutores, osteogénicos ou osteopromotores dependendo da combinacdo e do tipo de
material (Grasemi-Mobarakeh, 2019; Ratner, et al. 2013; Vukajlovic, et al. 2019).

A abordagem adotada no desenvolvimento e aplicacdo do biomateriais na ultima
década mostrou-se mais sistematizada, saindo de um foco onde no inicio buscava-se 0S
materiais bioinertes (foco no material em si), onde a preocupacdo era obter materiais

compativeis que substituissem o tecido danificado e promover suporte mecanico, sem nenhum
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estimulo biolégico. Com o passar do tempo, a meta passou a ser a bioatividade e
biodegradabilidade e mais recentemente, a regeneracdo do tecido no &mbito biol6gico e
celular, ou seja, aumentar a vida Gtil do implante por sua interacdo com a interface do tecido
hospedeiro (Ratner, et al. 2013; Holzapfel, et al. 2013; Vukajlovic, et al. 2019).

Nesse contexto evolutivo no desenvolvimento e utilizagdo da bioengenharia tecidual,
propdem-se desenvolver biomateriais com estrutura tridimensional que sirvam de suporte
fisico estrutural e que interajam fisiologicamente com caracteristicas desejaveis para que o
mesmo seja considerado um scaffold ideal para uma neoformacéo tecidual (Liu, et. al. 2009;
Stevens, 2008; Ratner, et al. 2013; Chauddhari, et al. 2016).

O uso de biomateriais esta segmentado com base em dois critérios: O primeiro refere-
se aos tipos de compostos a partir dos quais esses biomateriais sdo constituidos, como metais,
ceramicas, polimeros, compoésitos e materiais de origem natural. O segundo critério baseia-se
na forma de aplicagdo do biomaterial, dependendo da especialidade como de uso (ortopédico,
cardiovascular, odontologico, oftalmoldgico, cirurgia plastica, engenharia tecidual, tratamento
de lesdes, patologias neuroldgicas, distdrbios gastrointestinais e urinarios, sistemas de
liberacdo de farmacos, cirurgias bariatrica, além de outras aplicacdes) (Stevens, 2008; Ratner,
et al. 2013). Tal evolucdo no desenvolvimento e utilizacdo de biomateriais permite que estes
possam variar ndo somente em composi¢cdo quimica ou origem, mas também em propriedades

mecanicas e espaciais (Abukama, et al. 2006).

3.1 MATERIAIS METALICOS

Diante de diferentes tipos de matérias - primas disponiveis para a obtencdo de
biomateriais, a classe dos metais, destaca-se por apresentar condi¢cGes favoraveis no uso
desses materiais como: boa resisténcia mecanica, conformabilidade adequada, alta resisténcia
a fadiga a tracdo, a fratura, além disso, possui alta resisténcia a corrosdo, todas essas
propriedades aliadas ao custo beneficio fazem desses biomateriais ainda nos dias de hoje
como um dos mais indicados na substituicdo, reforco ou estabilizacdo Ossea (Poinern,
Brundavanam &Fawcett, 2012; Babuska, et al. 2015; Tumbull, et al. 2018).

Neste contexto, sdo muitas as aplicacGes desses biomateriais, dentre 0os mais comuns
podemos inserir o uso como fios, parafusos e placas para fixacdo de fraturas e implantes,
sejam ortopédicos ou dentarios (Babuska, et al. 2015; Tumbull, et al. 2018; Rodney, et al.
2016). Outras aplicacbes merecem destaque, porem com grau de complexidade maior em

relacdo aos componentes estruturais mencionados, como a confecc¢do de valvulas cardiacas e
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proteses expansiveis (stents) que possam ser duraveis e que apresentem boa resisténcia
mecénica aliada a boa condutividade elétrica, e que por sua vez favoreca a obtencdo de
estimulos indispensavel para esse tipo implante (Rodney, et al. 2016).

A grande versatilidade dos metais deve-se também, a possibilidade de polimento,
abrasdo bem como a esterilizacéo, sendo essa Ultima caracteristica a grande responsavel pela
extensa aplicabilidade dos metais (Pezzoti, et al. 2014).

Os primeiros relatos de biomateriais metalicos utilizados como reparos ou substituintes
na reconstrucdo 6ssea foram através do aco inoxidavel e as ligas de cobalto e cromo.
Atualmente novas combina¢Ges com 0 acgo inoxidavel ganharam destaque, bem como outros
tipos de ligas, como, por exemplo, as ligas de titanio e titdnio comercialmente puro (Pezzoti,
et al. 2014; Babuaka, et al. 2015; Turnbull, et al. 2018).

Para 0s acos inoxidaveis percebemos boas propriedades mecéanicas, baixo custo em
relacdo a outros metais, facil processamento e alta disponibilidade. Porém as ligas de ago
podem variar em componentes e percentuais dependendo da aplicagédo, o que pode direcionar
uma maior resisténcia ou ndo da liga em relacdo a corrosdo, consequentemente, levando a
uma maior toxidade, o que pode ocasionar problemas como alergias, cancer e atividades
genotoxicas e mutagénicas (Turnbull, et al. 2018; Cha, et al. 2013; Liu, Ruan& Yang, 2017).

Dentre as principais aplicacOes desses materiais estdo a fixacdo de dispositivos
biomédicos. O titanio e suas ligas tém sido largamente utilizados por apresentarem elevada
biocompatibilidade, baixa densidade, baixo modulo de elasticidade e corrosdo superior aos
acos inoxidaveis, aléem de terem como vantagem adicional uma maior tendéncia a
ossointegracdo (Babuska, et al. 2015; Ji, et al. 2015; Cha, et al. 2013). Uma possivel
desvantagem desse material seria a minima interacdo do titanio com os tecidos que circundam
o implante. No caso do titdnio puro a desvantagem pode esta diretamente relacionada ao
desgaste por uso 0 que a torna inviavel em procedimentos duradouros. S& comumente
aplicados em proteses, dispositivos para uso cardiovascular e para fixacao de fraturas. Porém
no caso das ligas as limitacdes e uso do material dependem da sua composicédo, do tratamento
térmico e das condicbes de processamento, sendo que estes materiais sdo indicados em
aparelhos ortodonticos, fios, stents, cateteres e grampos ortopédicos (Liu, Ruan& Yang, 2017,
Talha, et al. 2013).

As ligas de cobalto e cromo apresentam alta resisténcia ao desgaste, calor e a corroséo
0s que Ihe possibilitam a implantes por longos periodos sem correr riscos, superando assim as

ligas de acos inoxidaveis e de titanio (Paital & Dahotre, 2009). As desvantagens na aplicacdo
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desses biomateriais na reconstrucdo Ossea esta relacionada a baixa plasticidade e
usinibilidade. Suas aplicagdes estdo associadas aos mais variados tipos de préteses, implantes
ortopédicos e dentarios (Paital & Dahotre, 2009; Babuska, et al. 2015).

Para que biomateriais metalicos possam ser aplicados com seguranca no corpo humano
deve-se procurar melhorar ou extinguir os riscos de corrosdo, tenacidade e desgaste acentuado
provocado por atrito direto desses materiais, que por sua vez em contato com o tecido libera
fons metélicos seja por dissolucdo, desgaste ou corrosdo (Talha, et al. 2013; Babuska, et al.
2015).

No caso de implantes dentéarios, 0s cuidados devem ser ainda maiores, pois, as ligas
estdo suscetiveis a variacdes de pH, presenca de agentes microbianos e a propriedades fisicas
e quimicas dos alimentos (Talha, et al. 2013).

Como resultado destes mecanismos de desgastes e corrosao, a integridade mecanica e
estrutural do implante pode ser comprometida, levando a sua falha prematura ou a fratura, ou
ainda, ao descarte e residuos oriundos da degradacdo do implante, ocasionando varias
complicagbes como ostedlise, inflamacGes ou até mesmo a perda de o6rgédos (Tumbull, et al.
2018; Pimentel, et al. 2013; Bosbach, 2015).

Desta forma, para que se possa conferir uma melhor adesdo conformacional ou estética
ao uso de materiais metalicos como implantes no reparo ou reconstrucéo 0ssea, esses devem
sofrer modificacbes em suas superficies e se associarem a outros materiais que possam lhe
conferir maior estabilidade, bioatividade e biodegradabilidade. Uma dessas possibilidades

seria a insercao de polimeros.

3.2 MATERIAIS CERAMICOS

A necessidade de se obter novos materiais que pudessem substituir ou melhorar a
aplicacdo dos metais conduziu os cientistas e pesquisadores das mais diversas areas a
investigar outros tipos de materiais, como exemplo os materiais ceramicos em meados dos
anos 70, o0 que na época gerou desconfianca e a0 mesmo tempo esperanca (Smith & Hashemi,
2012; Turnbull, et al. 2018).

As ceramicas estdo incluidas em uma vasta gama de compostos que foram e sdo
essenciais no desenvolvimento dos biomateriais. Suas aplicacdes englobam as mais diversas
areas, sendo na area da biomedicina uma das mais importantes, sendo utilizada na confecgédo
da reintegracdo e/ou reconstrucdo do tecido 6sseo (Kamachi, et al. 2000; Dorozhkin, 2010;

Liu, et al. 2017; Turnbull, et al. 2018). As vantagens de se utilizar esse tipo de material se
24



devem, em grande parte, as suas propriedades de compactacdo e a superior compatibilidade
quimica com o tecido fisiologico e com tecidos rigidos, se assemelhando com o tecido
inorganico do osso, além de levarem mais tempo para se degradar permitindo uma maior
remodelacdo Ossea, e mais eficiente em relacdo aos metais, porém em contrapartida com
menores propriedades mecénicas (Hench, et al. 2013).

Do ponto de vista quimico, diriamos que as diferencas nas propriedades de materiais
metalicos e ceramicos estariam diretamente ligadas ao tipo de interacdo entre esses dois tipos
de compostos, ligacdes metalicas (metais) e ligacGes ibnicas e/ou covalentes (ceramicos),
porém sabemos que as diferencas vao, além disso, (Afzal, 2014; Miguez-Pacheco, Hench
&Boccaccini, 2015).

No entanto, essa particularidade dos materiais ceramicos ndo permite que seus
elétrons/atomos circulem livremente como ocorre para 0s metais, com isto, as ceramicas
tendem a formar estruturas cristalinas com alto grau de compactacédo, tornando-se materiais
com baixa rigidez estrutural, o que os torna inviaveis em regides de tensdes elevadas e que
requeiram sustentacdo em aplicacdes de reparo ou reconstrucdo 6ssea (Tumbull, et al. 2018;
Afzal, 2014; Hu, Tong & Chen, 2016).

Outra desvantagem da utilizacdo desses materiais seria o0 alto teor de porosidade,
tornando-os suscetiveis a fraturas, rachaduras e outros defeitos, além da baixa condutividade
térmica e elétrica. (Afzal, 2014). O emprego desses materiais € amplamente indicado na
manutencdo ou no reparo de defeitos 6sseos que ndo exponham o material em regides de alto
impacto, tanto na ortopedia quanto na ortodontia (Piconi, 1999; Afzal, 2014; Miguez-
Pacheco, Hench & Boccaccini, 2015).

Os materiais ceramicos podem ser classificados de acordo com sua interacdo com o
tecido do hospedeiro como bioinertes, bioativos e bioreabsorviveis. As ceramicas bioinertes, e
aqui se destacam a alumina e a zirconia, ndo apresentam praticamente nenhuma interacdo com
os tecidos do hospedeiro, ao ponto de serem tolerados pelo organismo. Podemos ainda
subdividir a alumina em (policristalinas e monocristalinas), ambas apresentam caracteristicas
semelhantes na estrutura cristalina, elevada dureza, resisténcia a abrasdo e compressdo,
elevada estabilidade fisioldgica e corrosiva (Tierong, et al. 2018), sendo que a principal
diferenca entre as duas esta na resisténcia mecanica que pode resultar em maior intensidade
na estrutura monocristalina.

Em relacdo as desvantagens de se utilizar esses materiais podemos relacionar o baixo

indice a impactos e em alguns procedimentos dentéarios, com possibilidades de fratura e
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friccdo durante o procedimento, gerando desconforto ao paciente (Tierong, et al. 2018; Best,
2008; Stevens, 2008).

As aplicacbes também se tornam semelhantes como na confeccdo de acetabulos e
cabecas femorais, proteses dentarias e coroas (Bucholz, et al. 1987; Miguez-Pacheco, Hench
& Boccaccini, 2015; Stevens, 2008).

A zircdnia tem como principal caracteristica as diversas estruturas cristalograficas:
monoclinica, clbica e tetragonal, sendo que estas sofrem modificacdes dependendo da
temperatura, e consequentemente de propriedades (Barham, et al. 2016). Em comparagdo com
a alumina, esse material apresenta maior forca, porém menor dureza e elasticidade. Suas
principais aplicaces sdo como material alternativo ou reforgo a alumina em cabegas femorais
e 0s mais diversos tipos de proteses.

Outra classe de biomateriais ceramicos que também tem chamado atencdo sdo o0s
bioreabsorviveis por possuirem boas qualidades metabolicas e degradantes por acdes
quimicas e bioldgicas no organismo, o fosfato tricalcio e o gesso fazem parte dessa classe.
Apresentam as mesmas limitacfes de ceramicas bioinertes e bioativas, sendo aplicados no
caso do fosfato de tricalcio na confeccdo de scaffold na area de engenharia tecidual (Wan, et
al. 2006; Bucholz, et al. 1987; Turnbull, et al. 2018).

Ja as ceramicas bioativas conseguem interagir com o tecido circundante, promovendo a
adesdo de varios tipos de fosfatos de calcio, como por exemplo, a hidroxiapatita (HA)
estimulando células (osteoblastos) na cura do tecido (Barham, et al. 2016; Kattimani,
Kondaka & Lingomaneni, 2016).

As diferentes formas desses fosfatos se destacam por apresentar excelente
biocompatibilidade, bioatividade e ndo produzirem reacdes toxicas possibilitando elevados
niveis de osseointegracdo e osteoconducdo (Barham, et al. 2016).

Estas propriedades somadas a capacidade de absorcdo e/ou adsorcdo tornam a
hidroxiapatita um biomaterial importante na confeccdo de um scaffold supostamente
desejavel para recuperar ou substituir tecidos 6sseos danificados.

Suas aplicacdes abrangem praticamente todo o sistema esquelético, seja na reconstrucéo
ou no tratamento de defeitos 6sseo. Podem ainda atuar como suporte na liberacdo de
diferentes compostos neles incorporados, como vacinas, horménios, antibioticos e agentes
anticancerigenos (Bucholz, et al. 1987; Tierong, et al. 2018).

No século passado, precisamente por volta dos anos 80, pesquisadores descobriram que

misturando percentuais de alguns fosfatos em solugdo aquosa obtinha-se uma pasta viscosa
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que quando implanta endurecia no organismo formando hidroxiapatita, porém deficiente em
calcio, mas por outro lado materiais extremamente biocompativeis e reabsorviveis pelo

organismo dando origem a um novo tecido 6sseo (Dorozhkin, 2008; Turnbull, et al. 2018).

3.2.1 HIDROXIAPATITA (HA)

A hidroxiapatita € um fosfato de calcio constituido de trés elementos quimicos, sendo
estes 0 célcio (Ca) em maior proporcéao, o fosforo (P) e o oxigénio (O) (Cavalcanti, Lage e
Fabris, 2008; Miguez-Pacheco, Hench & Boccaccini, 2015). Apresenta uma estrutura
cristalina hexagonal com parametros de rede iguais a (al=a2=a3=c e 0=p=90° ¢ y=120°, com
uma célula unitéria formada por 10 ions de célcio situados em dois sitios cristalograficos nao
equivalentes sendo um destes denominado de sitio 1 e organizado com quatro ions de célcio.
O sitio 2 apresenta seis ions de célcio organizados na forma de um triangulo equilatero.
Existem ainda quatro sitios cristalinos distintos 16 de oxigénio e os demais equivalentes do
fosforo e de fosfatos formando uma unidade compacta, fortemente covalente como ilustrado

na quadro 2 (Terra, et al. 2009; Miguez-Pacheco, Hench & Boccaccini, 2015).

Quadro 1: Fosfatos de célcio, formulas quimicas e razdes Ca/P.Fonte: Adaptada (Guastaldi &

Aparecida 2009)

Fosfato de calcio Férmula quimica Calp
Fosfato tetracalcio (TeCp) CasO(PO,), 2,0
Hidroxiapatita (HA) Cayo(PO,)s(OH), 1,67
Fosfato de calcio amorfo (Acp) Caz(POy)2nH,0 15
Fosfato tricalcio (TCP) Caz(POy), 15

Fosfato octacélcio (OCP) CagHy(PO,)e 5H,0 1,33
Mono-hidrogénio fosfato de célcio di-hidratado (DCPD) CaHPO, 2H,0 1,0
Mono-hidrogénio fosfato de célcio (DCP) CaHPO, 1,0
Pirofosfato de calcio (CPP) Ca,P,0; 1,0
Pirofosfato de calcio di-hidratado (CPPD)C,P,0,2H,0 1,0
Fosfato heptacalcio (HCP) Ca7(P504s)2 0,7
di-hidrogénio fosfato tetracalcio (TDHP)  CasH,P¢0; 0,7
Fosfato monocalcio mono-hidratado (MCPM) Ca(H,PO,), H,0 0,5
Metafosfato de célcio (CMP) Ca(POs), 0,5
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Sua estrutura cristalina permite ocorrer varias substituicdes o que consequentemente
implica possiveis trocas entre ions (catibnico-anidnicas), no qual possibilita incorporar muitos
outros elementos na sua estrutura, preferencialmente por ions metalicos monovalentes,
bivalentes e trivalentes (Na*, Mg?*, AP*, COs%), além de possiveis substituicbes com
elementos de transicdo, como os lantanideos, no entanto mais raras de ocorrer por causa da
escassez desses elementos em tecidos biologicos (Rey, et al. 2007; Turnbull, et al. 2018; Liu,
et al. 2017). Podemos observar para sua célula unitaria uma forma compacta do cristal de
apatita, distribuida entre os grupos Ca, PO,e OH empacotados e juntos como pode ser visto
na figura 3.

De fato, todas essas substituicbes levam a uma desorganizacdo estrutural da
hidroxiapatita, e que consequentemente a mudancas fisico-quimicas e morfoldgicas. Contudo
nos organismos Vivos, essas substituicdes atuam como reserva de Ca e P em sistema
regulador de diferentes ions presentes em liquidos corporais por meio de excrecdo ou
armazenamento, € isso tem como impacto o aumento da massa 0ssea sobre o implante (Rey,
et al . 2007; Turnbull, et al. 2018; Liu, et al. 2017).

Figura 3: Estrutura da hidroxiapatita. Fonte: (Costa, et al. 2009)

Giacomo et al (2014) apresentou resultados acerca do uso combinado de hidroxiapatita
a um tipo especifico de creme dental como método adicional a escovacgdo diaria no combate a
lesbes iniciais de carie radicular. Foi possivel observar também a eficadcia do material em
relacdo a diminuicdo da placa bacteriana.

Rui Xiu-Sun et al (2016) estudaram um material a base de hidroxiapatita e colageno

com caracteristicas semelhantes a dos ossos naturais. Os pds de Hap-colageno foram
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preparados a partir de um osso de fémur bovino cortado em pedacos e tratados em solucgao
alcalina e em surfactante varias vezes, no final foram lavadas e liofilizadas. Para os po6s de
(Hap) puro foram utilizados dois métodos diferentes de tratamento um em solucéo alcalina e
outro em calcinacdo em forno elétrico. Os pds foram analisados por MEV, DRX, FTIR, e
testes de Citoxidade. Os resultados apontaram o material como promissor na construcao de
suportes na reconstrucdo do tecido 6sseo.

Meskinfam et. al (2016) desenvolveram um andaime de poliuretano em
(3D)/hidroxiapatita para regeneracdo do tecido 6sseo com taxa de biodegradacdo lenta e
porosidade adequada. O processo de polimerizacdo consistiu em uma mistura com
polipropileno e poli-éter-poliol. A sintese foi realizada utilizando uma razdo néo
estequiométrica de OH/NCO de 100/133 respectivamente. Os andaimes foram analisados por
FTIR, DRX, morfologia, propriedades mecénicas e teste de citocompatibilidade in vitro. De
acordo com os espectros de FTIR foi possivel identificar a presenca de grupos funcionais
atribuidos a hidroxiapatita. Foi possivel observar no DRX 0s picos caracteristicos da
hidroxiapatita em estrutura monofasica de baixo cristalinidade semelhante a encontrada no
0ss0. Micrografias mostraram poros com tamanho e distribuicdo homogénea; também foi
possivel observar o crescimento da camada de apatita na superficie da espuma. As curvas de
tensdo-deformacdo para o PU puro e os tratados obtiveram um baixo valor de deformacéo (O -
0,2 mm/mm), sendo que a curva de tensdo-deformacéo obtida para os PU tratados foi maior.
O teste de citocompatibilidade in vitro mostrou que ambos os andaimes promoveram
viabilidade celular, sendo que o valor encontrado para as espumas tratadas foram superior as
amostras ndo tratadas PU puro com aumento de ate 115% com o passar de dias, onde atinge o
méaximo em 14 dias. No entanto, a biomineralizagcdo de espumas de PU pode ser muito Util no

desenvolvimento de materiais para substituicdo 0ssea.

3.3  MATERIAIS POLIMERICOS

Os biopolimeros estdo entre 0s materiais mais empregados no ambito da engenharia
tecidual. Entre as vantagens de se utilizar esses materiais em relacdo a metais e ceramicas
incluem a facilidade de fabricar e produzir formas variadas, podendo ainda sofrer
modificacdes secundarias, ao um custo razoavel e disponibilidade de matéria-prima, bem
como propriedades fisicas e quimicas desejaveis para aplicacdes especificas (Tabata, 2009;
Majid, et al. 2018; O brien, 2011).

29



Estes podem ser obtidos a partir de reacdes de polimerizacao (hidrélise simples) ou por
meio de organismos vivos, classificando-se assim respectivamente, em sintéticos e naturais
(Majid, et al. 2018).

Porém outras vantagens podem ser destacadas a essa classe de biomateriais, como
facil controle de sintese, ndo sofrerem degradacdo por células, apresentam-se como
hidrofilicos e/ou hidrofébicos, ilimitados e ainda biocompativeis e biodegradaveis. Entretanto,
de forma geral suas limitacdes de uso se baseiam na pouca resisténcia mecénica, acrescido de
sua interacdo com o tecido hospedeiro com possibilidades de reacGes toxicas provenientes de
reacOes acidas liberadas durante a degradacdo (Sachico, et al. 2017; Reddy, et al. 2003;
GOmez, et al. 2014).

Os polimeros biodegradaveis sdo aqueles que degradam segundo a acdo de
microorganismos (bacterias, fungos e algas) de ocorréncia natural, gerando CO,, CH,4 e agua
em ambientes aerobicos, sendo CO,, CH4 e componentes celulares em ambientes anaerdbicos
(Pandey, 2015; Fu, 2001). Entre os mais utilizados destacam-se o poli (3-hidroxibutirato)
(PHB), poli (3- hidroxivalerato) (PHV) e o poli (hidroxi butirato-covalerato) (PHB-V), sendo
que estes se assemelham em vantagens e limitacdes aos biopolimeros sintéticos (Lepoitteven,
et al. 2002; Francis, et al. 2011; Gomez, et al. 2014).

Outros materiais poliméricos que tem chamado atencdo por sua diversificacdo na
confeccdo de suportes como biomateriais em aplicacfes biomédicas sdo as proteinas como
(colageno, elastina e fibroina) e os polissacarideos (quitosana, alginato, goma xantana, acido
hialurdnico e pectina), sendo todos estes de origem natural, associados com a habilidade de
formar blendas e compdsitos, utilizados pela engenharia tecidual para o desenvolvimento de
moldes como scaffolds para as mais diversas aplicaces (Rossella, et al. 2016; Stevens, 2008).

No entanto, a classe dos biopolimeros sintéticos se torna a cada dia mais relevante em
uso biomédico, sejam na confeccdo de capsulas na liberacdo de farmacos, ou como fixadores
de cirurgias (grampos, suturas, pinos para 0ssos, clips) dentro de sistemas in vivo. Os
biopolimeros sintéticos mais utilizados tém sido o poli (alcool) vinilico (PVA), poli (etileno)
glicol (PEG), poli (&cido latico) (PLA), poli (acido glicélico) (PGA), poli (&cido glicolico-
acido latico) (PGLA) e o poli (copraloctona) (PCL) (Lee, 1996; Rossella, et al. 2016; O”brien,
2011; Asti, 2014).

Apesar das adequadas propriedades funcionais esses polimeros geralmente néo
apresentam grupos quimicos favoraveis para interacdo celular, o que pode desencadear
reacOes inflamatorias ao paciente ao longo de sua utilizagdo. Porém, combinados aumentam
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suas possibilidades de interagcdo proporcionando um ambiente satisfatorio, tanto para a
formacdo de scaffolds, como para confecgdo de suturas e enxertos vasculares (Rhim, et al.
2009; Sachico, et al. 2017).

3.3.1 POLI (ALCOOL) VINILICO (PVA)

O poli (&lcool) vinilico (PVA) é conhecido por sua alta escala de aplicacGes e
combina¢fes nos mais variados campos alimenticios, farmacéuticos e biomédicos (Kumar, et
al. 2004). Foi obtido pela primeira vez em 1924, pelos cientistas Herrman e Haehnel pela
hidrélise do acetato polivinilico (PVAc) (Marten, 1985). Quatro décadas depois,
aproximadamente por volta 1962, Staudinger estudou a transformacdo reversivel entre o
alcool poli vinilico (PVA) e o acetato polivinilico (PVAc) por meio das reacdes de
esterificagdo e saponificacéo.

E um copolimero obtido a partir da polimerizacdo, por adicdo de mondmeros de
acetato de vinila por um processo de hidrolise simples, transformando-se em acetato
polivinilico (PVAC), e que por eliminagdo desses grupos acetatos finais diferenciam no grau
de hidrolise, o que interfere diretamente na polimerizacdo, sendo esta uma caracteristica
importante do uso desse material na conformacdo de varias estruturas para engenharia
tecidual. Vejamos o esquema na Figura 4 que mostra detalhadamente a polimerizacdo do

acetato de vinila em poli (alcool) vinilico (Queli, et al. 2015; Sunders, 1973).

Figura 4: Representacdo esquematica das reagdes de polimerizacdo e hidrolise para obtengdo do
copolimero alcool polivinilico (PVA). Fonte: Adaptado de (Finch, 1973; Scotter, 1995).

CH,» — CH ECHQCi'i }n {CH2CF H—ECHJCT }y
x

o) Polimerizagao o Hidrolise HO 0
|C:o c—o r_|:: o
b L, L
Acetato de vinila (VAc) Acetato polivinilico Alcool polivinilico (PVA)
(PVAC)

As propriedades basicas do poli (alcool) vinilico dependem rigorosamente dessas duas
caracteristicas mencionadas acima, o grau de hidrolise (GD) e da polimerizacdo. Por essas

excelentes propriedades o PVA é um dos polimeros mais utilizados pela inddstria no que se
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refere & producdo de adesivos, 0leos e graxas, boa resisténcia & passagem de solvente e a
passagem de oxigénio (Marten, 1985; Stephanie, et al. 2017; Chaudhuri, et al. 2016).

Estudos mostram que poli (&lcool) vinilico apresenta boa estabilidade térmica e baixo
custo, sendo assim um material de facil manuseio (Alfaro, et al. 2015; Queli, et al. 2015).
Relatos apontam como uma de suas principais formas de utilizagdo é por meio de solucéo,
onde possui bastante afinidade por solventes polares como a agua, seu principal solvente, o
dimetisulfoxido (DMSO), as acetamidas, os glicdis e o dimetilformamida (DMF). Estudos
reportados por Finch (1973) descrevem misturas agua/DMSO para solugdes de PVA, onde se
formam solucBes de PVA turvas e instaveis apds certo periodo em repouso. Esse grau de
turvacdo seja possivelmente proporcional ao grau de polimerizacdo dos grupos acetatos
terminais e da regularidade estrutural do polimero.

Destaca-se ainda por ser um dos poucos polimeros semicristalinos soltvel em agua,
com boas caracteristicas interfaciais e mecénicas, o que lhe credencia a um importante
desempenho na formacéo de filmes e fibras, como estabilizante de emulsdo, como protetor de
coloide, na obtencdo de membranas anfifilicas para imobilizacdo de enzimas, na obtencéo do
poli (vinil butiral) e mais recentemente como carreador de medicamento, devido as suas
propriedades de biodegradabilidade e ndo toxidez (Batyrbekov, Iskakov&Zhubanov, 1998;
Liu, Cheng& Li, 1995; Okaya, Suzuki &Kikuchi, 1999).

Algumas aplicacbes visam alterar a permeabilidade a gases, aumentar a
processabilidade e a resisténcia térmica, a capacidade de estabilizacdo de dispersdes, a
biocompatibilidade, a permeabilidade e a biodegradabilidade, controle da cristalinidade e,
pela introducdo de grupos funcionais, para melhorar ou conferir propriedades especificas
como, por exemplo, na construcdo de um scaffolds supostamente viavel para reformulacao
6ssea (Finch, 1973; Sunders, 1973; Wang, et al. 1996).

Morgado et. al. (2017) relata estudos para a producdo de filmes de
PVA/Quitosana/lbuprofeno utilizando dioxido de carbono supercritico para liberacdo
controlada de Ibuprofeno destinados a regeneracgéo de tecido cutaneo. Os resultados do estudo
de liberacdo de lbuprofeno in vitro mostraram que as B-Ciclodextrinas permitiram uma
liberacdo controlada do farmaco a partir dos filmes, o que é crucial para a sua aplicacdo no
tratamento de feridas. Por sua vez, os ensaios in vivo revelaram que a presenca dos filmes de
PVA/quitosana contendo transportadores de IBP-B-ciclo dextrinas evitou a formacao de sarna
e uma inflamacdo excessiva, permitindo uma cicatrizacdo precoce da pele.

Yeathad et al (2012) estudaram a obtencdo de scaffolds porosos a partir dos
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biomateriais de PVA/HA. Os scaffolds compdsitos foram preparados a partir de uma
suspensdo hibrida. As propriedades térmicas e quimicas foram investigadas, onde revelaram a
formacdo de um composto compacto com uma excelente estabilidade térmica na reconstrucdo
tecidual do 0sso.

Sergio et. al. (2018) estudaram e caracterizaram compositos scaffolds para os mais
variados tipos de tratamento na regeneracdo do tecido 6sseo. Misturas de PV A/quitosana/ HA
em diferentes proporgdes foram utilizados para sintetizar scaffolds via liofilizagdo. Os
scaffolds foram analisados por FTIR, DSC, propriedades mecanicas, solubilidade, morfologia
e viabilidade celular. A solubilidade mostrou que os andaimes absorveram 5 vezes mais dgua
do que a estrutura de partida durante o tempo em exposicdo, com melhores caracteristicas
hidrofilicas. Apresentaram excelentes propriedades mecanicas, tamanho de poros uniforme
para todos os filmes, citoxicidade insignificante, indicando um material compativel para ser
usado em organismos Vivos e promissor na constru¢do de compositos andaimes na reparacdo
e reconstituicdo Gssea.

Roopali et. al. (2013) estudaram e desenvolveram blendas e scaffolds a base de
PVA/PEO/CMC (carboximetil celulose), por fundicdo de solvente e liofilizagdo para varias
aplicacGes biomédicas. As amostras de PVA/PEO/CMC foram preparadas em diferentes
proporcoes de 90/10/20, 80/20/20, 70/30/20, 60/40/20 e 50/50/20 e revestidos com poliéster
(PET). As amostras foram caracterizadas por FTIR, DRX, morfologia e atividade
antimicrobiana. Os resultados morfoldgicos apontaram uma estrutura altamente porosa com
poros interconectados. A atividade antimicrobiana demonstrou uma inibicdo satisfatoria do
scaffolds para todas as composicfes. Os estudos demostraram boa capacidade para futuras
aplicac@es do tecido 6sseo.

Gang Wu et al (2008) estudaram a composi¢do de compositos scaffolds formados de
PVA/HA contendo entre 2 e 5% de HA para avaliacbes in vitro. As amostras foram
caracterizadas por DRX, FTIR, e SEM. Os resultados da SEM mostraram que a apatita se
formou em um curto intervalo de tempo, apds sua imersdo em SBF, demonstrando alta
bioatividade do composto. Foram encontrados picos caracteristicos da apatita na composicao
do compésito. Foram também observadas bandas novas com a inser¢do da HA no polimero.

Song et al (2012) estudaram e avaliaram uma matriz extracelular (scaffold) formada a
partir de PVA/col-HA) pela técnica de eletrofiacdo para restauracdo ou substituicdo de
superficies protéticas ortopédicas. As amostras foram investigadas por morfologia,
biodegradabilidade, propriedades mecéanicas e biocompatibilidade. Os resultados mostram que
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as nanofibras sdo biodegradaveis e biocompativeis para testes in vitro. O scaffold demonstrou
boa estabilidade mecénica e também um aumento na proliferagdo de células in vitro. A matriz
demostrou ser compativel e promissora para sua utilizacdo em superficies 6sseas para futuras
aplicagdes ortopédicas.

Chaudhuri et al (2016) estudaram e avaliaram scaffolds formados a partir de PVA/HA/
PVP (polivinilpirrolidona), em diferentes concentraces. Os filmes demonstraram méaxima
condutividade elétrica e excelente biocompatibilidade. Esses andaimes compésitos podem vir
a serem utilizados na engenharia tecidual no que corresponde a restauracdo 6ssea e em outras
aplicacbes biomédicas.

Ahmed et al (2018) estudaram nanofibras de PVA/quitosana/ZnO, onde foram
avaliadas quanto as propriedades bactericidas contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli , Bacillussubtilise Staphylococcus aureus e de cicatrizagdo de ferimentos em coelhos. Os
resultados mostraram que tanto a matriz quitosana/PVA quanto as fibras adicionadas de ZnO
apresentam atividade bactericida significativo. Os estudos de cicatrizagdo in vivo mostram
que as nanofibras aceleram o processo de cicatrizagdo, sendo eficazes na utilizagdo na
reparacao tecidual.

Pierpaoli et al (2017) estudaram e avaliaram a funcdo bactericida de daptomicina
suplementada com extratos de Bixa Orellana contra Staphylococcus aureus resistente a
meticilina para lesdes infectadas. Os resultados mostraram que a carga bacteriana em
camundongos que receberam 0s extratos do urucum ndo associados ao antibiotico foi menor
em comparacdo ao grupo infectado ndo tratado. Quando associados a daptomicina a reducéao
da carga bacteriana tornou-se mais acentuada. Foram relatadas ainda alterac6es imunologicas
como a expressdo de marcadores biologicos de cicatrizacdo de ferimentos, tornando o uso
adequado para tratamento de infeccdes.

Muthukumar et al (2014) estudaram e avaliaram microesferas de colageno de peixe
carregadas de extratos de urucum (Bixa orellana). Os resultados mostraram a zona de inibi¢ao
variando de 9,5 a 8,0 mm para concentrac@es de 100 a 50 pl do extrato contra Staphylococcus
aureus contra a Escherichia coli, apresentando inibicdo moderada, com valores que variam de
6,0 a 50 mm para as mesmas concentracdes. Dessa forma, a incorporacdo do extrato
melhorou o efeito antibacteriano das microesferas. A atividade contra as células cancerosas
(linhas celulares MCF-7) apresentaram 83% de morte celular a 1000 pg/poco. Concluiram
que as microesferas colageno/Bixa Orellana podem ser usados como agentes anticancerigenos
e que a eficacia terapéutica foi aumentada com a adi¢do do extrato do urucum.
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3.3.2 POLI (ETILENO) GLICOL (PEG)

Adicionalmente, vérias estratégias podem ser adotadas com o intuito de obter sistemas
de liberacdo apropriados para uma dada aplicacdo terapéutica. No que tange ao
prolongamento da liberacdo, a utilizacdo de blendas de polimeros com outros materiais tém-se
mostrado uma importante estratégia para a modulagcdo do perfil de liberacdo de farmacos,
construcdo de scaffolds e degradacdo das microparticulas, pois modifica as propriedades
fisico-quimicas das microesferas, tais como porosidade e taxa de erosdo (Moghimi& Hunter,
2001; Zhang, et al. 2012).

Por outro lado, as nanoestruturas, além de permitirem a encapsulacdo e o controle da
liberacdo de farmacos, assim como de andaimes satisfatorios podem ainda apresentar a
superficie modificada com polimeros hidrofilicos, como, por exemplo, o poli(etileno glicol)
(PEG) ou funcionalizada com unidades de oligo e polissacarideos para fins de
reconhecimento celular ou que sejam aptos a responder a estimulos externos (Mano, 2004;
Zhang, et al. 2012). Esta grande variedade de materiais e estruturas oferece um amplo
espectro de possibilidades no desenvolvimento de sistemas a que venha promover uma
alternativa para uma perfeita ossointegracao para pacientes com patologias do tecido dsseo.

O poli (etileno) glicol (PEG) tem sido bastante explorado com o intuito de obter
particulas que escapam do reconhecimento e captura pelas células fagocitarias, apos
administracdo in vivo, permanecendo por um maior tempo na circulacdo sistémica. A
estratégia que tem sido mais bem sucedida para obter sistemas de liberagdo “furtivos” consiste
em preparar nanoestruturas a partir de copolimeros sintéticos (Moghimi & Hunter, 2001;
Utracki, 2004; Bhattacharya, Gupta & Kamal, 2008).

Outra funcdo do PEG é a acdo como plastificante no processo de mistura. Os
plastificantes sdo compostos, ndo volateis, de alto ponto de fusdo e de moderado a baixo peso
molecular, que aumentam a flexibilidade e o escoamento e, consequentemente, a
processabilidade dos polimeros (Moghimi& Hunter, 2001).

A adicdo de plastificantes reduz as forcas intermoleculares e aumenta o volume livre
do polimero. Esses aditivos possuem trés funcGes basicas: diminuir a temperatura de
processamento do polimero para valores menores do que sua temperatura de decomposicédo
modificando as propriedades do produto final (flexibilidade) e com isso alterando as
propriedades de processamento. A outra funcdo corresponde a disponibilidade, a
permanéncia, a baixa volatilidade, a compatibilidade e a miscibilidade com o polimero,

enquanto que o baixo custo, a auséncia de cor, ser inodor, atbéxico, ndo migrar, ndo ser
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inflaméavel, resistente ao calor e a luz, e de facil dispersdo sdo caracteristicas desejadas a esses
aditivos (Mano, 2004). Sua formula quimica é C,Hn2On+1, € Sua estrutura quimica é
representada de acordo com a figura 5.

Figura 5: Estrutura quimica do poli (etileno) glicol (PEG). Fonte: (Moghimi & Hunter, 2001).

3.4. MATERIAIS COMPOSITOS

Os compositos sdo uma classe de materiais constituidos por uma fase continua
(matriz) e uma fase dispersa (reforco) separada por interfaces, onde pode se observar
propriedades combinadas de constituintes individuais. Contudo, esses foram desenvolvidos
para solucionar ou minimizar certas limitacdes na utilizacdo de materiais ceramico e
poliméricos, porém com melhores taxas de reabsor¢do apds a implantacdo e melhor
resisténcia mecénica (Sachico, et al. 2017; Guastaldi, et al. 2010).

Vaérias intervencbes cirargicas sdo utilizadas diariamente para a regeneragdo ou
reconstrucdo 0ssea, a partir de materiais compasitos, seja do tipo autoenxerto ou aloenxerto,
esta ultima denominacdo dada as variacdes de (biomateriais), onde se acredita reparar o sitio
lesionado em varios estadgios. No entanto, nenhuma das técnicas utilizadas na pratica
remanescente (autoenxerto ou aloenxerto) reine condi¢fes ou caracteristicas ideais para uma
boa ossointegracdo, tais como: bons niveis de osteoindugdo, potencial angiogénico,
biologicamente seguro, baixa morbidade ao paciente, quantidade irrestrita e preco acessivel
(Bahram, et al. 2016).

Por sua vez, varios estudos tém sido aplicados a partir de compoésitos dos mais
variados materiais, que aliados a técnica adequada demostram capacidade para osteogéneses,
seja por osteoestimulacdo, osteoinducdo e osteointegracdo na reconstrucdo Gssea, como, por
exemplo, varios tipos de implantes ortopédicos, odontologicos e recobrimentos visando um
ambiente condutivo com potencial antimicrobiano (Meskinfam, et al.2018).

Nota-se, portanto, que varios tipos de compadsitos vém sendo amplamente pesquisados

a fim de melhorar propriedades que possam limitar a aplicacdo de um dado biomaterial. A
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formacdo dos biomateriais compoésitos pode se dar de diversas formas, sendo que as mais
empregadas sdo do tipo polimero-cerdmica e metal-cerdmica (Meskinfam, et al.2018).

Assim, a perspectiva da engenharia tecidual € combinar 0s avancos recentes no campo
dos biomateriais e da biologia celular, de modo que os enxertos 6sseos possam abranger a
maioria de todas as caracteristicas citadas.

Majid et al (2016) estudaram diferentes quantidades de hidroxiapatita com
polimetilmetacrilato (PMMA) na formacao de um cimento 6sseo para aplicacGes ortopédicas.
O cimento de (PMMA)/HA foram preparados na proporcao de 5, 10 e 15% de HA, através de
um moinho de bolas planetario em alcool etilico. Os compositos foram analisados por
propriedades mecanicas e morfologia. De acordo com os ensaios mecanicos foi possivel
observar que com a adi¢do de 5% de HA na matriz de cimento 6sseo diminuiu a resisténcia a
fratura do compdsito em comparacdo com HA puro. Com o aumento de nano-HA foi possivel
observar um aumento na tenacidade da fratura. No entanto, esse aumento é seguido por um
declinio na resisténcia & fratura, onde esse comportamento pode esta atribuido ao método
utilizado para se fazer a mistura. As micrografias mostraram um aumento de porosidade do
cimento com o aumento da adi¢cdo de nano-HA. Um efeito negativo observado é que esse
aumento de porosidade gera o crescimento de fissuras. Por outro lado, o ndmero e 0s
didmetros dos poros na superficie do cimento puro foram insignificantes em relacdo as nano-
HA puros, como resultado, HA apresentou menor tenacidade em relagdo ao cimento puro. Foi
possivel observar para as nano-HA que com o aumento de HA na superficie, aumenta a
dissipacao de energia o que pode superar o efeito adverso da porosidade e, portanto, aumentar

a resisténcia a fratura do cimento.

4. NORBIXINA (NBXx)

Dentre os diferentes materiais empregados para formacdo de scaffolds tendo como
matriz o poli (alcool) vinilico (PVA), poucos sdo os estudos que apontam a combinacéo desse
material a norbixina, o que representa uma condicdo favoravel no desenvolvimento desse
estudo.

A norbixina (NBx) é um corante natural extraido do pericarpo das sementes do
urucuzeiro (Silva, 2007) e, que ap0s sua extracdo sdo trituradas produzindo um pé vermelho
bastante utilizado como colorifico (colorau), muito utilizado na indUstria téxtil e alimenticia
(Giuliano, et al. 2003), também tendo destaque nas industria de cosméticos, farmacéuticas e
recentemente voltadas para areas biomédicas (atividade anti-inflamatoria, antibacteriana,
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antifngica, anticarcinogénica, anticonvulsivas, antioxidante, tratamento de diabetes mellitus)
(Armad, et al. 2006; Inés, et al. 2018; Roohbakhsh, Karimi & Iransmai, 2017; Tao, et al.
2015).

Pertence a familia Bixaceae e ao género Bixa, apresentando como espécie mais
comum a Bixa orellana L, uma &arvore nativa da América Central e do Sul, porém podemos
também encontra em paises mais distantes como na Indonésia, india, Quénia e Africa Oriental
(Bautista, et. al. 2004; Vilar, et. al. 2014). possui um carater ani6nico, devido a grupos
carboxilicos ligados a sua estrutura (Kohno, et. al. 2014) essa caracteristica 0 torna um
material interessante para que seja intercalado com outros materiais via adsor¢do eletrostatica,
como proposto por Decher (1992).Podemos ilustrar de acordo com a figura 6 (a) e (b) Bixa

orellana L(urucuzeiro) e o fruto com a semente de urucum.

Figura 6: (A) Urucuzeiro e (B) Fruto com sementes do urucum. Fonte: (Silva, 2006).

Das sementes de urucum extraem-se 0s pigmentos cis-bixina e cis-norbixina, sendo
que a cis-bixina corresponde a 80% dos corantes totais (Silva, 2006). A norbixina pode ser
obtida de forma natural, porém uma estratégia para aumentar a producao de norbixina tem
sido através da hidrolise alcalina da bixina, seguida de precipitagdo em meio acido (Luis&
Costa, 2005; Stringheta, Silva & Costa 2018; Vilar, et al. 2014). A Figura 7 (a) e (b)

corresponde as estruturas dos pigmentos cis-bixina e cis-norbixina.

Figura 7: Estrutura quimica (A) cis-bixina e (B) cis-norbixina. Fonte: (Silva, 2006).
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(A)

A bixina apresenta formula molecular CsH300,4 proveniente de uma cadeia isoprénica
de 24 carbonos contendo um acido carboxilico e um ester metilico nas extremidades (Luis&
Costa, 2005; Da Roz, et al. 2015). Quando esse grupo ester é solubilizado em solucbes
concentradas de NaOH e/ou KOH forma o sal de norbixina, o norbixinato de sodio ou de
potassio, respectivamente (Scotter, 2009; Stringheta & Costa 2018). Com a adi¢do de um
acido forte, como por exemplo, (HCI ou H,SQO,) a norbixina é precipitada conforme mostra o

esquema apresentado na figura 8 abaixo:

Figura 8: Reacdo de saponificacdo em meio alcalino para obtencdo da norbixina. Fonte: Adaptado de
(Stringheta, Siva& Costa 2018).

Norbixinato
de sodio ou
potassio

Parize et al (2008) estudaram o encapsulamento de microcapsulas formadas a partir de
quitosana/norbixina pela técnica spray drying para diferentes solventes. O material foi

caracterizado por FTIR, TG-DTG, DSC e MEV. Foi possivel observar resultados satisfatorios
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para todas as caracterizagdes fisico-quimicas e morfoldgicas, além de uma boa interagdo entre
a matriz de quitosana e a norbixina.

Monte et al (2016) estudaram a genotoxicidade de membranas compdsito de
poliestireno/colageno/norbixina em ratos, através de testes de microndcleo e ensaios de
cometa. Os resultados para o teste de micronicleo mostraram que com o passar do tempo em
exposicdo a membrana ndo apresentou mutagenicidade quando comparado ao controle
negativo. Por outro lado, os resultados por ensaio de cometa mostraram um aumento de danos
nas primeiras horas de contato e durante as 24 horas em que a membrana ficou em exposicao,
sugerindo que a membrana apresentou resultado positivo frente a toxicidade do material,

tornando-o apto para aplicacdes futuras na reconstrucéo e reparacdo de tecidos.

5. CONCLUSAO

O objetivo desse trabalho visa introduzir em um futuro préximo processos e
tecnologias existentes na area clinica para melhorar o atendimento ao paciente. Diante dessa
perspectiva existe uma tendéncia em aperfeicoar terapias e combinar abordagens na
engenharia de tecidos para que possam crescer previsivelmente o tecido danificado. A
engenharia de tecidos € um ramo em rapido desenvolvimento, e os pesquisadores estdo se
concentrando no desenvolvimento e melhoria de novos materiais para imitar o ambiente
biologico do corpo como autenticamente possivel. Estes materiais isolados ou combinados
desempenham um papel importante nos processos regenerativos do tecido. Ja foi possivel
obter muitos resultados promissores in vitro, mas, infelizmente, apenas alguns deles foram
bem sucedidos. Houve uma melhoria consideravel nas estruturas de andaimes pela introducao
da impressdo 3D e sua aplicacdo a células e produtos bioldgicos. No futuro tecnologias de
bioimpressdo parecem muito promissoras para uma ampla gama de aplicagdes em medicina
de transplante e tratamentos. Foi realizada uma pesquisa bibliografica adotando-se os
procedimentos cientificamente recomendados, isto €, com consulta as principais bases de
dados referentes a area de biomateriais para formacéo de scaffolds precedida de uma escolha
criteriosa de palavras-chave. Também pela internet foram consultados sites nacionais e
internacionais referentes a: periodicos especializados no tema; associacfes relacionadas com
matérias-primas e com produtos poliméricos; principais sites de busca via palavras-chave,
porém ndo encontramos trabalhos na literatura com ambas as palavras chaves juntas descritas

PVA/PEG/NBXx/HA. Todavia alguns trabalhos relacionados com esses materiais foram
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abordados. Nesta revisdo bibliogréafica encontram-se presentes apenas alguns dos trabalhos

considerados mais relevantes para a realizagcdo do nosso estudo.
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RESUMO
O avango tecnoldgico de biomateriais tem aumentado significativamente, o que permite o
desenvolvimento de materiais que podem ser usados para reparar partes do corpo, aumentar
tratamentos e melhorar a qualidade de vida humana. O poli (alcool) vil (PVA) € um polimero
biocompativel e biodegradavel amplamente estudado para aplicagdes médicas devido as suas
propriedades. Assim, o presente estudo teve como objetivo caracterizar e avaliar dispersoes
estaveis de PVA e PEG combinados com norbixina e hidroxiapatita, a fim de simular um
arcabouco promissor para a reestruturacdo tecidual. Os filmes foram obtidos pela técnica de
diluicdo em solvente (casting), para se obter um filme total em peso de 0,5 g. Posteriormente,
o material foi caracterizado por Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), difracdo de raios X (DRX), termogravimetria (TG), microscopia 6ptica (MO),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Propriedade Mecéanica. Os resultados de FTIR
obtidos na blenda mostraram deslocamentos satisfatorios das bandas com a inser¢édo do PEG,
bem como na intensidade dos picos em relacdo a matriz do PVA. Em relacdo aos scaffolds,
foram observadas mudancas significativas como o aparecimento e desaparecimento de bandas
de acordo com a composicdo do material. Por DRX, foi possivel observar um deslocamento
para angulos maiores com a insercdo do PEG e NBx em relacdo a matriz de PVA. No caso
dos scaffolds de forma geral houve uma modificacdo na estrutura cristalina em relagdo ao
PVA e a blenda. A estabilidade térmica dos sistemas variou de acordo com o tipo de material
empregado. Por MO foi possivel observar uma homogeneidade para a blenda de PVA/PEG.
Do mesmo modo, os scaffolds demonstraram uma superficie lisa e homogénea, com excecéo
da composicdo de PVA/PEG/NBx/HA. O MEV mostrou que ambos os scaffolds
apresentaram diferentes estadgios de agregacdo que interferem na miscibilidade dos
componentes. As propriedades mecanicas mostraram que os filmes de PVA/NBx e
PVA/PEG/NBXx/HA apresentaram modulo de elasticidade semelhante, o que os define como

estaticamente iguais. O PVA/PEG/NBX é a composicao mais flexivel.

Palavras-chave: PVA, biomateriais, scaffolds, atividade citolégica, regeneracdo 6ssea.
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ABSTRACT

he technological advance of biomaterials has increased, which allows the development of
materials that can be used to repair body parts, medicines and improve the quality of human
life. Poly (alcohol) vile (PVA) is a biocompatible and biodegradable polymer widely studied
for medical applications due to its properties. Thus, the present study aimed to characterize
and evaluate stable dispersions of PVA and PEG combined with norbixin and hydroxyapatite,
in order to simulate a promising framework for tissue discount. The films were obtained by
the technique of dilution in solvent (casting), to obtain a total film in weight of 0.5 g.
Subsequently, the material was developed by Infrared Spectroscopy with Fourier Transform
(FTIR), X-ray diffraction (DRX), thermogravimetry (TG), optical microscopy (MO),
Scanning Electron Microscopy (SEM), Mechanical Property. The FTIR results obtained in the
blend distanced satisfactory displacements of the bands with the insertion of the PEG, as well
as in the intensity of the peaks in relation to the PVA matrix. Regarding scaffolding, relevant
changes were observed, such as the appearance and disappearance of bands according to the
composition of the material. By XRD, it was possible to observe a shift to greater angles with
the insertion of PEG and NBx in relation to the PVA matrix. In the case of scaffolds in
general there was a change in the crystalline structure in relation to the PVA and the blend.
The thermal stability of the systems varied according to the type of material used. By MO it
was possible to observe a homogeneity for a PVA / PEG blend. Likewise, the scaffolds
demonstrated a smooth and homogeneous surface, with the exception of the composition of
PVA / PEG / NBx / HA. The SEM shows that both scaffolds have different stages of
aggregation that interfere with the miscibility of the components. The distinct mechanical
properties that the films of PVA / NBx and PVA / PEG / NBx / HA dissipator modulus of
similar elasticity, or which define them as statically equal. PVA / PEG / NBx is a more
flexible composition. Antimicrobial tests in situ unchanged that scaffolds inhibitory thermal
activity against E. Coli and Staphylococcus Aureus bacteria and the fungus Candida Albicans.
The hemocompatibility assessment was favorable for all scaffolds. The results show a

promising material for future applications in the field of regenerative engineering.

Key words: PVA, Biomaterials, scaffolds, cytological activity, bone regeneration.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento de defeitos dsseos causados por doencas, traumas e anormalidade
congénita ha aumento da demanda de substitutos 0sseos que possibilitassem acelerar a
restauracdo ou substituicdo de tecidos e/ou 6rgaos lesionados ou defeituosos (Prachi, et al.
2014; Sachiko, et al. 2017).

Um dos grandes desafios da engenharia tecidual é aprimorar terapias e/ou desenvolver
métodos que visem a restauracdo de um 6rgdo ou tecido ou ainda que dificultem ou impegcam
0 agravamento da funcdo tecidual comprometida de forma a apresentar comportamento
biologico e fisiologico especifico para aplicagdes como material constituinte de aparelhos
proteticos ou materiais de enxerto 6sseo. (Abukama, 2006; Kumar, et al. 2011; Sachico, et al.
2017; Munro & Mcgrath, 2012).

Diante dessa perspectiva é cada vez maior 0 nimero de polimeros que sao
direcionados para regeneracdo e recuperacao de tecidos 0sseos de forma eficaz. Notavelmente
os polimeros poli (&cido) latico (PLA), poli (alcool) vinilico (PVA), poli (acido latico-co-
acido glicolico) (PLGA), policaprolactona (PCL), polihidroxibutirato (PHB), poli (6xido) de
etileno (PEO), poli (etileno) glicol (PEG) quitosana (CS) e outros tém sido amplamente
utilizados, seja por uma abordagem simples, operacionalidade e/ou eficiéncia para melhorar
propriedades fisico-quimicas e mecénicas de scaffolds a base de materiais metalicos,
compasitos e bioceramicos (Zhan, Yang & Weng, 2008; Kim, Knowles & Kim, 2004).

O PVA é um polimero sintético, neutro em pH fisiolégico, que possui propriedades
fisicas uteis tais como elasticidade e boa formacdo de filmes. Apresenta-se ainda como
hidrofilico, indcuo, biocompativel, biodegradavel, ndo carcinogénico e atoxico apresentando
boa estabilidade quimica, baixa adesdo celular e biorreabsortividade podendo ser usado em

modelos de membranas bioldgicas, além de uma excelente estrutura de rede cristalina para
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incorporagdo de outros materiais (Dias, Mansur & Donnici, 2011; Brandelero, Almeida &
Alfaro, 2015; Queli, et al. 2015).

Infelizmente, assim como outros compdsitos formados a partir de materiais
poliméricos, esses exercem diretamente efeitos negativos no que corresponde a mineralizacdo
e vascularizacdo 6ssea, devido a sua alta viscosidade e uma significativa reducdo de
porosidade em contato com o implante (Studart, 2013; Wintermantel, 1996; Mastrogracomo,
et al. 2006) restringindo a aplicagdo desses materiais isoladamente. Para abordar essas
desvantagens, € crescente o numero de combinacdes de polimeros com fosfatos, com o intuito
de minimizar caracteristicas desfavoraveis desses materiais poliméricos na busca por
melhores propriedades.

Como alternativa eficiente para regeneracdo de tecidos 6sseos a implantacdo de
fosfatos de calcio, material dominante na configuracdo do 0sso (60-70%), tem sido usada para
aplicacGes correspondentes a reparacdo 0ssea na construcdo de scaffolds, devido ao féacil
manuseio em laboratdrio e a sua disponibilidade como aloplasticos (Wu, et al. 2014).

Dentre os fosfatos de calcio utilizados como biomateriais ativos na formacdo de
scaffold destaca-se a hidroxiapatita (HA) (Caio(PO4)s(OH), que entre outros materiais
constituintes do tecido 6sseo apresenta-se como sendo o mineral mais abundante entre as
apatitas, e apresenta propriedades como biocompatibilidade, bioatividade, osteoconducdo e
osteointegracdo, ndo produzem reacdes adversas ao paciente, somadas a sua capacidade de
absorcdo e adsorcdo tornam-na um dos materiais mais promissores na construcao de suportes,
permitindo a alteracdo das propriedades do polimero e o aumento da sua processabilidade
(Costa, et al. 2009; Chandrasekhar & Saxena, 2009; Conz, et al. 2005).

No entanto, a fragilidade intrinseca e a osteoatividade descontrolada dos fosfatos em
geral, limita suas aplicacGes integralmente, especialmente como implantes de suporte de carga

para regeneracdo Ossea. Portanto, a busca por novos materiais e alternativas que possam ser
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eficientes e de facil estratégia sdo abordados para construcdo de arcaboucos (scaffolds) que
possam ser assimilados pelo tecido para uma regeneracdo 6ssea adequada, onde seja bioativo,
biodegradavel, biocompativel e biomimético (Larsson, 2011).

Como materiais de suporte e biologicamente ativo para confecgdo de scaffolds pode-se
citar, respectivamente, o poli (etileno) glicol (PEG) e a norbixina (NBx), esses materiais tém
despertado interesse da comunidade cientifica no que corresponde a melhoria da proliferacéo
e diferenciacdo celular, e que possam ser biocompativeis, bioinertes, biodegradaveis e
osteocondutivos com estrutura tridimensional (3D), que mimetiza a matriz extracelular natural
(MEC) (Kumaret, et al. 2011; Sachico, et al. 2017).

Assim, promovem a conducdo de osteoblastos, osteoclastos ou de células precursoras
de osteoblastos (osteocitos) para o sitio lesado e de fatores regulatérios que promovam esse
recrutamento, assim como o crescimento celular neste sitio surgindo como alternativa para
substituicdo de metodos tradicionais para reparacao destes defeitos como os procedimentos de
autoenxertos e xenoenxertos que convencionalmente sdo os mais utilizados. (Kumar, et al.
2011; Liu & Ma, 2004; Wan, Nacamuli & Longaker, 2006; Chen, et al. 2009).

O poli (etileno) glicol (PEG) apresenta propriedades fisico-quimicas interessantes para
a construcdo de scaffolds, assim como boa resisténcia mecanica e de facil processabilidade
com outros materiais. Comparado a outros polimeros, sejam naturais e/ou sintéticos
biodegradaveis incluindo o PLA, PVA, PLGA, PEO, PGA e QS dentre outros, 0 PEG possui
capacidade mecénica elastica semelhante aos tecidos bioldgicos (Garlotta, 2001; Wang & Mi,
2003) e degradacao linear in vivo através de mecanismos de erosdo na superficie, resultando
em uma melhor estabilidade permitindo uma maior facilidade em fabricar e modificar
arcaboucos (scaffolds) (Wang & Mi, 2003).

Possui ainda excelente biocompatibilidade com outros materiais, € hidrofilico e possui

grande capacidade de incorporar outros polimeros sintéticos e/ou bioldgicos, tornando-se um
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material promissor para suprir as desvantagens dos andaimes formados por hidroxiapatita e
poli (&lcool) vinilico (PVA) (Garlotta, 2001; Wang & Mi, 2003).

A norbixina um carotenoide extraido do urucum (Bixa orellana L.), uma planta nativa
da América Tropical, que alguns anos vém se notabilizando em testes com vérios tipos de
materiais poliméricos e apresentando grande potencial para serem usados na reconstrucao
6ssea (Jr & Ribani, 2015; Vilar, et al. 2014; Luis & Costa, 2005; Scotter, 2009).

Esse biomaterial apresenta-se como sendo, biodegradavel, biocompativel e
biorreabsorvivel na confeccdo de scaffolds devido as suas propriedades antioxidantes,
antimicrobianas, antitumorais, inclusive, estudos diversos que objetivaram avaliar suas
propriedades em animais por meio de interacfes biologicas, tém relatado auséncia de efeitos
genotoxicos, teratogénicos ou mutagénicos por parte desses materiais (Mageste, et al. 2012,
Muthukumar, et al. 2010; Santos, et al. 2014; Yusa —Marco, et al. 2008; Zhang & Zhong,
2013; Stringueta, Silva & Costa, 2018).

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo preparar, caracterizar e avaliar
filmes de PVA e PEG estaveis, com norbixina e hidroxiapatita, para diversas aplicacdes
versateis que simulam a interacdo antigeno-anticorpo para a reformulacao e reconstrucao para
engenharia de tecidos. Os sistemas foram preparados via intercalagdo por solugdo (Casting) e
a avaliacao dos respectivos sistemas foi realizada por meio das técnicas de espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios-X (DRX),
termogravimétrica (TG), microscopia dptica (MO), microscopia eletronica de varredura

(MEV), propriedades mecanicas.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Materiais

2.1.1 Matriz Polimérica
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Foi utilizado, nessa pesquisa, 0 PVA - (alcool polivinilico) (C,H;O)n como matriz

polimérica, adquirido pela Dindmica Produtos Quimicos Ltda.

2.1.2 Plastificante

O poli (etileno) glicol (PEG) foi adquirido pela Dinamica Produtos Quimicos Ltda,

com massa molar numérica média entre 1350 e 1650 g/mol, com ponto de fusdo -65°C e

densidade 1,127 g/cm®.

2.1.3 Norbixina

A norbixina (NBXx) utilizada neste estudo foi extraida a partir das sementes do urucum

(Bixa orellana L.) coletadas na cidade de Presidente Dutra no estado do Maranhdo. A

estrutura da norbixina é ilustrada na Figura 2.1.

Figura 2.1: Estrutura quimica da (A) cis-bixina e (B) cis-norbixina.

Fonte: (Silva, 2006; Moreira, 2013).

2.1.4 Reagentes

Tabela 2.1: Reagentes usados no procedimento metodoldgico.

Reagente Especificacdes

Hexano P.A.

. e 000
CeHu PM: 86,19; Teor: 99%

Cloroformio P.A. . ) . 0
CHCI, PM: 119,38; Teor: 99,80%
Hidréxido de Potassio P.A. . ) . aco
KOH PM: 56,11; Teor: 85%
Hidroxido de Sodio P.A.

. _ . 00
NaOH PM: 40,00; C min.: 98%

Fornecedor

Dindmica®

Dinamica®

Dinamica®

Dinamica®
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Acido Cloridrico P.A.

HCl PM: 36,46; Densidade: 1,181g/cm? Dinamica®

Dimetisulféxido P.A.

(CH5),SO PM: 78,13; Densidade: 1,1g/cm® Dinamica®
3)2

Fonte: Autoria propria.

2.2  Métodos

2.2.1 Sintese da Norbixina (NBXx)
A extragdo da bixina foi realizada conforme Barbosa-Filho (1998). Inicialmente 200 g

de sementes de urucum foram previamente selecionadas, limpas e secas, foram mantidas em
refluxo num soxhlet com hexano por um periodo de oito horas. Ap6s esse periodo as
sementes foram separadas do extrato obtido. Em seguida, foi adicionado cloroférmio ao
soxhlet, e o sistema foi deixado sobre refluxo por mais 08 horas. O extrato obtido no processo
foi rotavaporizado, o solido obtido neste processo é constituido principalmente de bixina, com
aproximadamente 98% de pureza (Barbosa-Filho, 1998). Foi lavado com agua destilada e
posteriormente seco em estufa de circulacdo de ar e armazenado em frasco @mbar protegido
da luz.

A bixina obtida no processo de extracdo foi saponificada numa solucdo de hidroxido
de potassio 4% sobre aguecimento e agitacdo constantes a 70 °C por 1 hora. Ao sal de
norbixina obtido na saponificacdo foi adicionado &cido cloridrico concentrado gota-a-gota
apos a solucdo atingir a temperatura ambiente. Em seguida a norbixina (precipitado
avermelhado) foi filtrada, lavada com agua destilada até pH = 5 e seca em estufa a 60 °C, por

24 horas. O s6lido foi armazenado em frasco ambar.

2.2.2 Sintese da Hidroxiapatita (HA)

O p6 de HA foi obtido por precipitacdo quimica utilizando hidroxido de calcio
Ca(OH), e fosfato de amdnio (dibasico) (NH4).(HPO,), a reacdo ocorre conforme descrito
pela equacdo 2.1 (Afshar et al 2003). Inicialmente, os reagentes foram dissolvidos em agua
deionizada e misturados. A mistura permaneceu sob agitacdo constante em temperatura
ambiente. Em seguida, o precipitado foi lavado com agua destilada. A suspenséo foi seca em
estufa a 100 °C por 24h. O pd obtido foi analisado em DRX em aparelho XRD-6000

Shimadzu, utilizando-se radia¢do Ka do cobre, tensdo de 40kV, corrente de 30mA, varredura
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entre 10 a 90°C e velocidade de varredura de 2°/min para comparagdo dos picos obtidos com

0s caracteristicos da hidroxiapatita (HA) de acordo com a literatura.

Equacdo (2.1): Formulacéo da hidroxiapatita (HA). Fonte:(Afshar et al 2003).

6HgN,O4P + lOC&(OH)z + H20—)C810(PO4)6(OH) + 12NHs3 + 19H,0

2.2.3 Processo de preparacao dos filmes
Todos os filmes de PVA de poli (alcool) vinilico foram preparados por casting

utilizando dispers6es de PVA a 0,5g em solucdo de dimetisulfoxido (DMSQ) a 25 mL. Para o
preparo da blenda de PVA/PEG obtido pelo mesmo método, foi adicionando a solugdo padréo
acima descrita 0,059 de PEG. Para a producao dos filmes de PVA/Norbixina, (PVA/NBX),
PVA/PEG/Norbixina, (PVA/PEG/NBX) e PVA/PEG/Norbixina/Hidroxiapatita
(PVA/PEG/NBx/HA). Foram adicionadas a solucdo padrdo as concentracdes abaixo descritas
de acordo com a Tabela 2.2. Todas as misturas permaneceram em agitacdo e aquecimento
constante a 80°C. Cada componente foi adicionado em intervalos de 30 minutos entre cada
adicdo. A solucdo final de cada formulacdo foi filtrada para retirada de impurezas, vertida em
placa de petri e mantida em capela de exaustdo de gases a 70°C por 24 horas para evaporacao
do solvente. Apos esse periodo os filmes foram levados a estufa a vacuo a 30°C por 24 h e
posteriormente armazenados em dessecadores. Apds esse periodo os filmes foram

acondicionados em papel cirargico até serem levados a analise.

Tabela 2.2: ConcentracGes de PVA, PEG, NBx e HA para formacao dos scaffolds. Fonte: Dados da
pesquisa.

PVA PEG NORBIXINA HIDROXIAPATITA
0.45g _ 0.05¢ _

0.3g 0.1g 0.1g _

0.29 0.1g 0.1g 0.1g

2.3  CaracterizacOes
2.3.1 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia no infravermelho (FTIR) € utilizada para a verificacdo e
determinacdo dos grupos funcionais presentes nos sistemas. As analises de PVA, da blenda de

PVA/PEG e dos scaffolds de PVA/NBX, PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA foram
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realizadas em equipamento da marca SPECTRUM 400 (FT-IR/FT-NIR) da Perkin EImer com
varredura de 4000 a 650 cm™.

2.3.2 Difragdo de Raios-X (DRX)

A matriz de PVA, a blenda de PVA/PEG e os scaffolds de PVA/NBx, PVA/PEG/NBXx
e PVA/PEG/NBx/HA foram caracterizados por difracdo de raios-X em um difratdbmetro da
marca Shimadzu XDR 6000, operando na faixa angular (20) entre 1,5° a 30°, utilizando Ka de
Cu como radiacao incidente.

2.3.3 Termogravimetria (TG)

Este método foi utilizado com o objetivo de identificar a temperatura de degradacéao
dos filmes preparados de PVA, da blenda PVA/PEG e dos scaffolds de PVA/NBX,
PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA. As analises foram feitas sob atmosfera de nitrogénio
com fluxo de 100 ml/min, taxa de aquecimento de 10°C/ min e com variagéo térmica de 32°C
a 1000°C, em equipamento de marca SDT Q600 V 20.9 Build 20.

2.3.4 Microscopia Otica (MO)

A anélise de microscopia 6ptica foi realizada nos filmes de PVA, da blenda PVA/PEG
e dos scaffolds de PVA/NBx, PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA. Este é um meétodo para
observacdo do grau de dispersdo da norbixina e da hidroxiapatita na matriz e a qualidade dos
filmes. O equipamento utilizado foi o estereomicroscépio LEICAN ICC50 HD operando no

modo transmissao.

2.3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas para avaliar as
estruturas dos filmes. Neste ensaio, foram analisadas e comparadas as imagens obtidas dos
scaffolds PVA, PVA / PEG e PVA / NBx, PVA / PEG / NBx e PVA / PEG / NBx / HA. As
imagens foram obtidas em microscopio eletrdnico de varredura - MEV acoplado a EDS,
modelo SSX-500, Shimadzu.

2.3.6 Propriedades Mecanicas
As propriedades mecanicas foram medidas por ensaios de tensdo-deformacdo com
triplicatas das amostras. Os corpos de prova retangulares com dimensées de 30 x 10 cm foram

fixados ao equipamento com clipes especificos. As amostras foram aplicadas a uma taxa de 1
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mm / min usando um texturémetro (TA.XT plus, Stable Micro Systems Ltda Vienna, UK). O
mddulo de elasticidade foi obtido a partir da regido linear da curva tensdo X deformacéo,

sempre entre 0 e 5% de deformagéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho foi realizada a fim de
identificar possiveis interacbes quimicas e verificar indicios de interacdes fisico-quimicas

entre o PVA, PEG, norbixina e a hidroxiapatita como mostra a Figura 3.1.

Figura 3.1: Espectros de infravermelho do (a) PVA (b) PVA/PEG (c) NBx (d) PVA/NBXx (e) PVA/PEG/NBX e
(f) PVA/PEG/NBX/HA.
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A banda que se encontra em 3379 cm™corresponde as vibraces de estiramento O-H
de grupos hidroxilas caracteristicos do PVA, pertencentes as ligacbes fortes de hidrogénio
intermolecular e intramolecular, devido a forte interacdo hidrofilica, onde esses resultados
mostram aspectos tipicos para membranas de PVA com diferentes graus de hidrolise.
Interacdes semelhantes foram observadas por (Mansur, 2004; Mansur, Sadahira & Mansur,
2008; Padil, et al. 2014).

Em 2935 cm™ uma banda associada as vibracdes de estiramento simétricas e
assimétricas de grupos alquila (C-H) de alcanos (sp*). Em 1732 cm™ referente a vibragdes de
estiramento de carbonila (-C=0) dos grupos acetatos residuais da carbonila PVA/PVAc. A
intensidade dessa banda entre 1730 e 1750 cm™pode ser considerada fraca para o PVA com
alto grau de hidrolise, indicando que somente poucos grupos acetatos estdo presentes na

cadeia polimérica e intensa para 0 PVA com baixo grau de hidrolise corroborando com 0s
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resultados de (Mansur, et al. 2007 ; Aruldass, et al. 2019). Em 1437 cm™, 1328, 1377 e 1263
cm™ ocorrem as vibracdes de dobramento C-O-H normalmente sobreposta aos dobramentos
de ligacBes Csp?-H e Csp®- H. As vibracdes em 1171 e 1094 cm™ sdo atribuidas aos
estiramento C-O-C de &lcoois primarios saturados. Em 951 cm™ aparecem as bandas
referentes as vibracdes de deformacdo de Csp?- H em 849 cm™ a banda referente a vibracoes
do tipo C-C de cadeia saturada corroborando com os resultados observados por (Mansur, et al.
2007; Wang, et al. 2019).

Para a blenda de PVA/PEG foi possivel observar as bandas que representam os modos
vibracionais dos respectivos grupos, como a banda em 1732 cm™ referente a vibracdes de
estiramento de carbonila (C-O=0-) tanto de PVA como do PEG. Um ombro em 1439 cm™e
uma banda em 1342 cm™ referente & deformacéo do grupo (OH), e outra banda em 2891 cm™
referente  ao  estiramento  do  grupo (OH)  envolvido em interacao
intermolecular/intramoleculares do tipo ligagdo de hidrogénio caracterizando a
copolimerizacéo, visto que o PVA pode formar ligacdes de hidrogénio entre seus proprios
grupos (OH), enquanto a blenda de PVA/PEG pode formar ligacbes extras de grupos (OH)
tanto do PVA quanto do PEG (Chen, Chen & Wang, 2018; Chran, et al. 2011; Ping liu, et al.
2019).

Com a inser¢do do PEG as bandas atribuidas ao PVA diminuem de intensidade e
outras desaparecem. Tal comportamento se deve provavelmente, a reducdo das forcas das
ligacGes intra/intermoleculares entre as cadeias de PVA, passando a existir concorréncia entre
a matriz polimérica e o plastificante, tornando-o menos cristalino, resultados semelhantes
foram reportados por (Ping liu, et al. 2019; Chen, Chen & Wang, 2018; Mansur, Sadahira &
Mansur, 2018).

O espectro de infravermelho da norbixina apresenta bandas de absorcao referentes a

estiramento de ligacdo de (O-H) dos grupamentos dimeros de acidos carboxilicos entre 3394
cm®. Em 2923 cm™ apresenta absorgdo referente as vibragdes de estiramento de C-H
simétricos e assimétricos (Chol, et al. 2018; Liu, et al. 2013).
Em 1679 cm™ absorcdo referente & vibragdo de estiramento de C=0 do grupo carboxilico,
caracteristica da norbixina. Em 1543 cm™ vibracdes de estiramento de ligagdes C=C de
alcenos. Em 1419 cm™ de vibracdes de dobramento de C-H (sp®). Em 1270, 1223 e 1109 cm™
pertencentes as vibracGes das ligacbes C-O de acido carboxilico (Chol, et al. 2018; Liu, et al.
2013).

As vibracdes que se encontram abaixo de 1000 cm™, correspondem aos dobramentos
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fora do plano, pertencente ao grupo (CH=CH-C),como a que se encontra em 957 cm™ com
maior intensidade. Pode-se ainda observar a néo existéncia de bandas abaixo de 600 cm™ o
que indica um forte indicio de uma precipita¢do de natureza trans, o que pode ser importante
na obtencdo da norbixina para a sintese de reacdes estéreo reativas, resultados semelhantes
foram reportados por (Fontana, et al. 2016; Costa &Chaves, 2005; Ramamoorthy, et al. 2010;
Zongo, et al. 2015; Chol, et al. 2018; Liu, et al. 2013).

Para o scaffold contendo PVA/NBx foram observadas modificagdes significativas em
relagdo ao alargamento, deslocamento e o desaparecimento de algumas bandas em 3379 cm™,
2939 cm™, 1732 cm™, 1666 cm™ e 1437 cm™em relagdo aos constituintes isolados de PVA e
norbixina respectivamente, visto que as bandas caracteristicas desses materiais foram
observadas.

Ja em relacéo a blenda de PVA/PEG, observa-se que com a inser¢do da norbixina sem
a presenca do PEG na matriz de PVA, acarretou em mudangas na estrutura quimica do
polimero e que possiveis interagdes entre o PVA e a norbixina podem ndo ter sido
identificadas devido a sobreposi¢cdo de algumas bandas de norbixina e PVA e, inclusive uma
ligeira reducéo na intensidade dessas bandas em comparacéo com o PVA puro e norbixina.

Verifica-se também que os grupos das ligacdes duplas da norbixina 1543 cm™ néo
aparecem nos espectros das membranas, provavelmente por conta da sua sobreposicao ou da
sua baixa concentragdo na membrana (10%) e pode estar relacionado com o estiramento ou
deformacdo dos grupos O-H e C=0 (Zongo,et al. 2015).

Para o scaffold de PVA/PEG/NBx foi possivel observar um comportamento
semelhante ao de PVA/NBX, porém ficou evidenciado uma discreta reducdo na largura das
bandas, sugerindo que com a presenca do PEG ocorreu uma menor disponibilidade de grupos
hidroxilas da mistura para reagir com o0s grupos da norbixina. Assim, podemos supor que a
norbixina interage mais com o PEG do que com o PVA, apontando para uma diminuicéo das
bandas para essa composicdo. Resultados semelhantes foram reportados por (Roopali, Sawar
& Bhuvanesh, 2013).

Foi possivel observar para o scaffold obtido a partir de PVA/PEG/NBx/HA uma
diminuicdo no nimero de onda de bandas especificas quando comparado aos espectros de
PVA/PEG, PVA/NBX, PVA/PEG/NBX. A banda de estiramento O-H é mostrada em torno de
3369cm™, porém com maior intensidade, assim, como a banda referente a estiramentos de
vibracdes C=C de alcenos em torno de 1632cm™, sugerindo um forte indicador da interacio

da hidroxiapatita a matriz de PVA, bem como aos outros elementos da estrutura de
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PVA/PEG/NBXx/HA (Yafan Ma, et al. 2016; Yesthad, et al. 2012).

Entretanto, podemos atribuir os diferentes comportamentos dos scaffolds a
concorréncia e a compactacdo dos materiais na matriz de PVA, proporcionando a busca por
uma melhor interface de grupos e ions no rearranjo da estrutura, ocasionando a exposi¢ao dos
grupos hidroxilas e carboxilicos em diferentes variacbes na formacdo de novos sitios de
(Bronsted-Lowri). Assim, estes resultados indicam que dependendo da propor¢édo combinada
entre os materiais houve mudancas significativas, o que deve ter contribuido para uma
diminuicdo ou aumento da cristalinidade (Mansur, 2007).Resultados semelhantes foram
reportados por Chaudhuria et al (2016) na formulacdo de scaffolds a partir de poli (alcool)
vinilico (PVA)/polivinilpirrolydone (PVP)/(HA).

Deve-se ainda considerar outro fator importante na diferenciagdo da estrutura de
alguns scaffolds, o grau de hidrolise GH, que refere-se ao percentual final de hidroxilas (O-H)
presentes apos a hidrolise e eventualmente apds uma polimerizagdo. Dependendo do GH pode
ocorrer a diminuicdo da solubilidade do PVA na agua. Essa reducdo da solubilidade esta
associada a estabilizacdo energética promovida pelas ligagdes de hidrogénio
inter/intramoleculares nas cadeias do PVA bem como ao aumento das adesdes em superficies
hidrofilicas. Esta correlacdo pode se estender aos biomateriais, pois nas formulacfes
PVA/NBX, PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA, o sinal da banda referente a carbonila
aparece com a intensidade reduzida, sugerindo que poucos grupos acetatos estdo presentes na
cadeia polimérica, isto é, o PVA apresenta alto grau de hidrolise. Resultados semelhantes
foram reportados por Mansur et al (2007) com blendas e biomateriais de poli (alcool) vinilico,

quitosana e glutaraldeido.
3.2  Difracdo de Raios - X (DRX)

Na figura 3.2, sdo apresentados os valores encontrados para o difratograma de
hidroxiapatita HA, PVA e NBx.
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Figura 3.2: Difragdo de raios - X (DRX) (a) HA (b) PVA e (c) NBx
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Para a HA foi possivel observar picos caracteristicos em 26 para valores iguais 15,8°.
32,°, 37,1°, 53,4°, 66,7 e 78,8°. Os indices de cristalinidade encontrados foram comparados
aos da ficha cristalografica com o codigo (ICDD 00-001-1008), e mostram de acordo com 0s
parametros abordados que este material se enquadra como sendo cristalino. Corroborando
com resultados propostos por Aquino (2015), onde observou picos cristalograficos similares.

Os perfis de difracdo do PV A apresenta os picos nas posi¢oes 20 em 9,9°, 13,3°, 23,2°,
26,5°% 47,2°, esses picos tem sido considerados pela literatura como sendo 0s picos
caracteristicos da fase cristalina do PVA corroborando com (Mansur, et al. 2004,
Hechenleitner, et al. 2013; Queli, et al. 2015; Ping Liu, et al. 2019). A partir das curvas de
difracdo podemos observar que o plano de difracdo (posicdo 20) que possui maior intensidade
20 = 23,2 e este esteve presente em todas as membranas, porém com intensidades diferentes,
sugerindo de acordo com a Figura 3.2 que este foi deslocado para angulos menores com a
insercdo do PEG, NBx e da HA, tanto para a blenda de PVA/PEG quanto para os scaffolds.
Relatos similares foram reportados por Roopali, Sawar & Bhuvanesh, (2013) caracterizando
scaffolds a partir de PVA/PEO/CMC por casting para regeneracdo 0ssea.

O difratograma da norbixina apresentou 0s picos nas posigdes (20) de
aproximadamente, 10,9°, 13,2°, 17,7°, 25,8°, 31°, 37°, 53,3° e 87,4°. foram observados picos
estreitos e intensos, e um pico amplo e difuso em 13,2 °, caracteristico de composto amorfo
com picos representando a presenca de regides cristalinas.Picos semelhantes foram
identificados por('Yusa-Marco, et al. 2008; Zongo, et al. 2015; Scotter, 1995; Stringheta, Silva

& Costa, 2018; Silva, 2005).
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A Figura 3.3ilustra os difratogramas das membranas de PVA/PEG, PVA/NBX,
PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA.

Figura 3.3: Difragdo de raios - X (DRX) (a) PVA/PEG(b) PVA/NBX (c) PVA/PEG/NBX e (d)
PVA/PEG/NBx/HA
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Para a blenda de PVA/PEG foi possivel observar os picos caracteristicos dos dois
polimeros para os planos de difragdo (posicdo 26), entretanto com 0s picos apresentando
menos intensidade em relacdo a matriz de PVA. Esse comportamento aponta para uma
interface entre os polimeros através de ligacGes de hidrogénio e de Van der Waals para a
reacdo de esterificacdo. Resultado semelhante foi observado por Ping Liu et al (2019) em
filmes obtidos por intercalacdo por solucdo de PVA/PEG em concentracdes de 90 a 70% de
PVA.

A blenda de PVA/PEG de acordo com o difratograma sugere um efeito harmonioso em
cadeias de PVA/PEG, onde se encontra previsto a contribuicio de ambos em suas
constituicbes moleculares. Efeitos parecidos foram retratados por (Sahlin&Peppas, 2007;
Chaker, 2000; Mansur, 2004) trabalhando com blendas de PVA/PEG.

Além disso, pode-se observar que esse pequenos desvios dos valores dos picos de
maior intensidade, comum aos scaffolds de PVA/NBx e PVA/PEG/NBXx desaparecem na
regido em torno de 20 igual a 30°, quando comparado com os valores obtidos para 0S
componentes puros, indicando que esse comportamento estdo associados a insercdo das
cadeias de PEG na estrutura do PVA, e da interferéncia causada pelo PEG na estrutura do
PVA e da intercessdo da norbixina entre as camadas de PVA e PEG. Esses desvios séo
semelhantes aos relatados pela literatura por (Pavaloiu, et al. 2014; Tripathi, Mehrotra &
Duttra, 2009).

Outra hipétese seria que com a insercdo do PEG acarretou uma separacdo de fases,
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surgindo regibes amorfas na matriz de PVA, assim como na estrutura da norbixina
corroborando com os resultados apresentados na literatura como no estudo da compatibilidade
de blendas quitosana e PVA obtidos em solu¢des aquosas de acido acético a 2% realizados
por (Kumar, et al. 2010).

Para o scaffold de PVA/PEG/NBx/HA foi observado para os planos de difracdo
(posicdo 26) uma diferenca na intensidade e deslocamento dos picos com adicdo da
hidroxiapatita (HA) em relacdo aos demais scaffolds, a blenda e a matriz. E notdria a
presenca de picos caracteristicos de hidroxiapatita na rede cristalina do scaffold, sugerindo um
preenchimento da estrutura cristalina da HA, provavelmente por sitios ndo preenchidos pela
norbixina ou PEG na matriz de PVA, aumentando assim a nucleacdo dessa composicéo,
possivelmente por pares de elétrons de céalcio combinando-se com oxigénios da hidroxila do
PVA, o que reflete em uma maior compactacdo entre os materiais mesmo que de forma
desorganizada (Yeathad, et al. 2012). Resultados semelhantes em relacdo ao tamanho dos
picos foram relatados por Wu et al (2008) conforme o tempo de exposi¢cdo para compositos de
PVA/HA.

Ainda sobre os difratogramas de PVA em relacdo a blenda de PVA/PEG e aos
scaffolds formados de PVA/NBX, PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA foi possivel observar
que o plano de difracdo em 26 = 23,2 sofrem deslocamentos significativos, porém com menos
intensidade, que sugere que com a adicdo da norbixina e do PEG houve mudanca na rede
cristalina, para a blenda e para os scaffolds, sendo um forte indicativo de interacdo entre as
moléculas de PVA, PEG e norbixina, uma vez, que ndo havendo a interacdo entre eles seria
possivel identificar a rede cristalina de cada componente individualmente (Roopali, Sawar &
Bhuvanesh, 2013; Kumar, et al. 2007).

Adicionalmente, o pico na posi¢do 20 = 23,2° também pode ter contribuido, uma vez que esse
valor representa a difracdo (101) e refere-se a interferéncia intermolecular entre as cadeias de
PVA (Roopali, Sawar & Bhuvanesh, 2013), que leva ao aumento do espacamento interplanar
em (101). O aumento do espacamento interplanar pode formar uma ligacdo mais fraca auto-
hidrogénio entre as cadeias de PVA, propiciando a formacéo de ligacdo de hidrogénio com as
moléculas de PEG. A incorporacdo da norbixina também proporcionou o aumento da
distancia interplanar basal do PVA e PVA/PEG, consequentemente reduziu o grau de
cristalizacdo e acelerou o processo de fusdo da blenda e dos scaffolds, que passou a ser
preenchido com a inser¢do da norbixina, aumentando a distancia interplanar basal do PVA,

assim, o grau reduzido de cristalizacdo é a favor do processo de fusdo do PVA (Ping Liu, et
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al. 2019). Resultados semelhantes foram reportados por Chaudhuria et al (2016) na
formulacdo de scaffoldsa partir de poli (alcool) vinilico (PVA)/polivinilpirrolydone (PVP)/
(HA).

Nota-se que com os resultados obtidos por DRX que apontam diferencas na estrutura
de formacdo dos scaffolds (Paul et al 2003) e que somente por microscopia eletrénica de
transmissdo (MET), poderiamos certificar qual o tipo de intercalacdo/estrutura. Porém, essas
diferencas na estrutura podem estar relacionadas ao tipo de material empregado, uma vez que
foram utilizados quatro componentes diferentes em estruturas cristalinas e geometrias
espaciais, embora apresentem alguns grupos funcionais idénticos.

Essas diferencas podem esta relacionadas: a carga superficial, a miscibilidade,
diferenca de polaridade, o tipo de interacdo intermolecular, assim como o tipo de solvente
empregado na construgédo no preparo dos scaffolds e na obtencéo da norbixina e da HA.

3.3 Termogravimetria (TG) e (DTG)
As Figuras 3.4 e 3.5 representam as analises de TG e DTG, respectivamente, dos
filmes de HA, NBx, PVA e PEG.

Figura 3.4:Curvas TG para (a) HA (b) NBx (c) PVA e (d) PEG
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Figura 3.5:Curvas de DTG para (a) HA (b) NBx (c) PVA e (d) PEG
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Em toda a faixa de temperatura, 0 HA perdeu aproximadamente apenas 2% da massa,
demonstrando ser um material estdvel a temperaturas inferiores a 1000°C, resultados
semelhantes foram reportados por Shakir et al 2014 trabalhando com scaffolds formados a
partir de PEG/CS/HA.

As curvas de TG e DTG da norbixina mostraram quatro estagios de degradagdo. O
primeiro estagio ocorre com temperatura maxima de decomposicédo em 55,7 °C, e é atribuido
a evaporacdo de agua adsorvida a superficie do material devido ao seu carater higroscopico e
correspondendo a uma perda de massa de 3,3%. O segundo estagio ocorre com temperatura
méxima de decomposicdo em 298,9 °C, apresentando percentual em perda de massa de
45,6%. O terceiro evento surge com temperatura maxima em 511,1 °C, e cuja perda de massa
é 31,5%. O quarto evento € observado em 625°C e percentual de perda de massa de 15,5%.
As perdas ocorridas ap0s 625°C devem esta relacionadas a carbonizacdo de residuos
carbonaceos. Esses resultados sdo muito préximos aos reportados por (Matos, 2017; Silva,
2017; Stringheta, Silva & Costa, 2018).

Estudos realizados por Scotter (1995) relatam da extracdo e caracterizacdo de produtos
derivados da semente de urucum, e afirma que independente da metodologia empregada pode
ocorrer durante a degradacdo a eliminacdo de varios tipos de substancias com diferentes
massas moleculares, como por exemplo, tolueno, xileno e dimetil-dihidronaftaleno originados
a partir da quebra das ligacbes duplas da cadeia hidrocarbdnica dos carotenoides (Scotter,
1995).

Verifica-se que o PVA possui quatro estagios de degradacdo iniciando a primeira

temperatura maxima de degradagdo em torno de 72,3°C com 5,8% em perda de massa, sendo
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atribuiada a quebra das ligac6es de hidrogénio formadas entre dgua e PVA. O segundo estégio
possui temperatura maxima em 310 °C com 62,00% em perda de massa, atribuido a
degradacédo das ligacdes do tipo (C-OH), de grupos acetatos residuais. O terceiro e quarto
estagios ocorre com temperaturas maximas de decomposicdo em torno de 434°C e 558°C
com perda de massa em torno de 20,1 e 12,1% respectivamente caracterizada pela quebra de
ligacbes do tipo (C-C) da cadeia hidrocarbbnica, tendo 100% de sua massa decomposta.
Valores similares sdo apresentados na literatura por (Restrepo, et al. 2018; Bonilla, et al.
2014; Mansur, Sadahira & Mansur, 2008).

Para o PEG foi observado uma perda de massa considerdvel na faixa de temperatura
entre 25 — 200 °C devido a evaporacdo da agua. Verificam-se ainda outros estagios de
decomposicdo acima de 200 'C provenientes da decomposicdo de grupos ésteres (Jung &
Song, 2013).

As Figuras 3.6 e 3.7 representam as analises de TG e DTG, respectivamente, dos
filmes de PVA/PEG, PVA/NBX, PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBXx/HA.

Figura 3.6: Curvas de TG para (a) PVA/PEG (b) PVA/NBxX (c) PVA/PEG/NBX e (d) PVA/PEG/NBx/HA
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Figura 3.7:Curvas de DTG para (a) PVA/PEG (b) PVA/NBX (c) PVA/PEG/NBX e (d) PVA/PEG/NBx/HA
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Para a blenda PVA/PEG foi possivel observar os mesmos quatro estagios de
degradacdo observados para o PVA, contudo percebe-se uma diminuicdo na temperatura
inicial de degradacdo maxima que se apresentou em torno de 61°C com perda de 11,00% em
massa.lsso indica que a adi¢cdo do PEG, por ser um polimero semicristalino, afeta as ligacdes
moleculares do PVA, assim como sua estrutura, dificultando seu arranjo cristalografico
(Zhou, 2009; Chen, Chen & Wang, 2018; Abu & Dahman, 2015).

E possivel observar pela TG e confirmar pela DTG, que acima de 400°C ocorreu uma
perda de massa de 24% correspondente a degradacédo do PEG.

Fahad et al (2018) obteve resultados semelhantes, onde o teor de PEG proporcionou
variacdes com relacdo a cristalinidade da blenda PHB/PEG. As amostras se encontravam nas
concentragdes de 70/30, 80/20, 90/10 e 95/5.

A composicdo de PVA/NBXx apresentou um pico maximo inicial de decomposicdo em
aproximadamente 83 °C com final em 483°C com 100% em perda de massa no final dos seus
estagios de decomposicao.

Para a composicdo de PVA/PEG/NBx foi observado uma decomposicdo de pico
méaximo inicial muito proximo da observada para PVA/NBx em torno de 80,0 °C com final
em 424,8°C para um percentual em perda de massa total em torno de 92,69%. Ja para o
sistema contendo PVA/PEG/NBx/HA esse valor inicial de decomposicdo girou em torno de
85°C com final em 444,5°C para um percentual em perda de massa total em torno de 85,96%.

Foi possivel observar para os scaffolds comportamentos distintos em relacdo ao PVA e
a blenda de PVA/PEG com a adicéo de norbixina, sugerindo interac@es coligativas entre estes,

como observado nos valores apresentados na tabela 3.1, houve inicialmente um aumento da
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temperatura de degradacdo maxima do PVA/NBx em relacdo a matriz de PVA e do
PVA/PEG/NBx em relagdo ao PVA/PEG. Resultados semelhantes foram reportados na
literatura no estudo da degradacdo térmica de filmes de PVA/NBx/CS descritos por (Koosha
& Hamedi, 2019).

Verifica-se que os sistemas PVA/NBx, PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA
tornaram-se menos estaveis termicamente quando comparados a matriz de PVA e a blenda de
PVA/PEG, isso esta relacionado a adicdo de norbixina e HA que apresentam um perfil de
degradacdo ocorrendo em vérias etapas. Além disso, a combinacdo dos materiais pode
desestabilizar as estruturas dos scaffolds, sugerindo uma maior concorréncia entre 0sS
materiais Lima et al (2001) corroborando com os resultados de DRX. Comparando ainda 0s
dados dos scaffolds PVA/NBx, PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA em relagdo a matriz de
PVA e a blenda PVA/PEG, foi observado no inicio que os scaffolds apresentaram melhora
das propriedades de barreira, que se deve a boa miscibilidade entre os componentes, como
mostra as temperaturas de evaporacdo da agua, T picory = 83,0, 80,0 e 85,0 para PVA/NBX,
PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBX/HA, respectivamente.

Tabela 3.1: Temperaturas méaximas de decomposicédo (T) e variagdo de percentagem de massa para as amostras
de NBx, HA, PVA, PVA/PEG, PVA/NBXx, PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBXx/HA.

Temperaturas Maximas de Variacdo da massa (%)
Amostra decomposicéo (°C)
ie 20 3° 40 5° i 20 & 40 5°
PVA 72.3 310 434 538 - 5.8 62 201 121 -
PVA/PEG 61 222 330 454 - 11 65 24 11 -
NBX 55.7 2989 5111 625 - 33 456 315 155 -

HiDROXIAPATITA 035 121.3  743.0 - ; ] ] )

83 2288 337.2 421 483 12.38 18.14 23.05 31.03 7.7

PVA/NBX
ovapENe 80 2713 3659 4248 - 422 1640 41.99 30.08 -
vAPEGNBGa 85 2204 3951 4445 - 10.73 20.23 28.00 27.00 -

Fonte: Dados da pesquisa.
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3.4  Microscopia Optica (MO)

A microscopia optica foi utilizada para verificar a morfologia, formacéo de fissuras,
vazios, aglomerados e alteracdes na blenda de PVA/PEG, e nos scaffolds de PVA/NBX,
PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA. A Figura 3.8 ilustra as micrografias dos sistemas
submetidos ao teste.

Para a blenda de PVA/PEG, observa-se que com a adi¢do do plastificante ocorre uma
mudanca de coloragdo com a inser¢do do PEG na matriz polimérica de PVA, evidenciando
uma interferéncia interlamelar. Pode-se ainda observar aglomerados ou pequenas manchas
escuras por toda a extensdo do filme, algo ja evidenciado para o filme de PVA, porém em
menores propor¢des sem a presenca de (vesiculas).

Para os scaffolds de PVA/NBx, PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA pode-se
observar micrografias homogéneas, assim como uma mudanca de coloracdo com a presenca
da norbixina para ambos 0s sistemas.

Isso, pode se apresentar como sendo a colorag@o da norbixina, que esteve presente nas
membranas mesmo ap0Os a sua purificacdo. Essa caracteristica mostra que o processo de
esterificacdo ndo degradou o pigmento do carotenoide, uma vez que se isso tivesse acontecido
0 material teria uma coloracdo amarelada e ndo vermelho (Barbosa, Borsarelli & Mercadante,

2005).
Figura 3.8: Micrografia optica do (a) PVA/PEG (b) PVA/NBX (c) PVA/PEG/NBX e (d) PVA/PEG/NBx/HA.

Fonte: Dados da pesquisa.

76



Foi possivel também observar a presenca de pontos (escuros) ao longo dos filmes
PVA/NBX, PVA/PEG/NBX, porém sem a presen¢a de vazios, fissuras ou (vesiculas) com
maior predominéncia para os filmes de PVA/NBX, sugerindo que com a presenca do PEG
houve maior interacdo/compactacdo entre 0os componentes corroborando com os resultados
das andlises térmicas.

Em contrapartida, a amostra PVA/PEG/NBx/HA ndo apresenta mudanca de coloragéo
em relacdo as amostras de PVA/NBX, PVA/PEG/NBX, porém ficou evidenciado a presenca
de nuvens (manchas) bastante acentuadas e nitidas, sugerindo uma dispersdo com a insercdo

da hidroxiapatita por toda a extensdo do filme.

3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Figura 3.9 ilustra as micrografias obtidas com o ensaio. A microscopia foi utilizada
para caracterizar os filmes de PVA, a blenda PVA/PEG, e os scaffolds de
PVA/PEG,PVA/NBX, PVA/PEG /NBx e PVA/PEG/NBX/HA.

Figura 3.9: As micrografias dos filmes observados por SEM séo ilustrados com uma superficie em ampliacéo de
10000x e uma barra de escala de 10 um para o a) PVA, b) PVA/PEG c) PVA/NBx/ d) PVA/PEG/NBX e
PVA/PEG/NBXx/HA.

PVA/NBx
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Fonte: Dados da pesquisa.

Para o filme de PVA, observa-se uma micrografia mais homogénea, sem mudancas
bruscas de cor, vazios e fissuras, sem indicacdo de separacdo de fases e com boa integridade
estrutural. Porém, foi observada a presenca de alguns residuos ou cristais que ndo derreteram
durante o aquecimento e outras impurezas ndo removidas durante a filtragdo. Essas
observac6es sugerem uma boa dissolugcdo do PVA (Farad, et al. 2018; Ma, et al. 2018).

Para a mistura PVA / PEG, observa-se uma fase homogénea sem a ocorréncia de
separacdo de fases. Essas observacOes sdo devidas a adicdo do plastificante e indicam
excelente miscibilidade de PVA e PEG nesta proporcao de mistura (Farad, et al. 2018). Além
disso, observam-se residuos, o que também € evidenciado para o filme de PVA, mas em
proporces menores. Vacuos e buracos ao longo do comprimento do filme também podem ser
observados, provavelmente causados por uma porosidade especifica associada a rapida
evaporacdo do solvente durante o processo de desenho do filme (Ma, et al. 2018).

Em relagdo a composicdo do PVA / NBx, mostrada na figura 3.9, observa-se uma
superficie moderadamente plana, compacta e sem trincas. Essas observacGes indicam boa
compatibilidade entre os dois componentes (Koosha, et al. 2019). Pode-se observar também
que a superficie torna-se rugosa, o que indica uma possivel separacdo de fases entre 0 PVA e
a norbixina. Além disso, as moléculas de norbixina podem interromper a estrutura compacta
da matriz do PVA devido ao seu maior carater amorfo em relacdo ao PVA, que afeta a
cristalinidade da matriz.

Sousa et. al. encontraram resultados semelhantes para a caracterizacao de filmes PHB /
NBx em diferentes proporcdes 5% e 10%. Os autores associaram a estrutura rugosa do filme
as propriedades intrinsecas da norbixina, que, por oferecer uma area de superficie maior,
permite uma absorcdo mais rapida do solvente. Outra hipdtese € o teor de norbixina utilizado
no desenho da membrana, que indica que quanto menor o percentual aplicado, menor a

miscibilidade entre os materiais, e o resultado é um material com superficie mais rugosa.
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A imagem para a composicdo de PVA / PEG / NBx parece aspera, semelhante a
relatada por PVA / NBx. Essa observagdo se deve a separagdo de fases entre o PVA e 0o NBXx.
Alem disso, ndo possui ranhuras ou rachaduras e mostra-se moderadamente plano. Esses
resultados indicam compatibilidade entre os materiais. Resultados semelhantes foram
relatados por Koosha, et al. 2019 projetos de filmes de PVA / quitosana. A partir da imagem,
pode-se inferir que a incorporagdo do PEG na formulacdo do PVA / NBx altera o formato da
estrutura rugosa, resultando em elevacGes mais elevadas, bem como declives semelhantes aos
vazios encontrados para a blenda PVA / PEG. Esses resultados indicam separacdo de fases
entre 0s componentes.

Em relagdo & composi¢do PVA / PEG / NBx / HA, observou-se que a incorporagéo da
hidroxiapatita permite a obtencdo de um material com aspecto rugoso, superficie irregular
com presenca de poros, aglomerados e canais distribuidos por toda a superficie. Além disso,
foi observada uma nitida mudanca de cor, o que sugere uma mudanga de fase entre 0s
componentes, refletida diretamente em sua miscibilidade (Omer, et al. 2014; Ali, Mahmoud &
Masoud, 2011; Shakira, et al. 2014).

Resultados semelhantes foram observados por Chaudhuri et al caracterizando
andaimes de poli (alcool) vinilico (PVA)/polivinilpirrolidona (PVP)/hidroxiapatita (HA), o
autor afirmou que dependendo do teor de hidroxiapatita foi possivel observar poros,
aglomerados e canais por toda a superficie do filme.

Assim, pode-se afirmar que a composicdo PVA/PEG/NBx/HA apresentou variacdes
no tamanho dos poros e nos poros abertos e interligados, caracteristicas essenciais para o
crescimento tecidual de acordo com a literatura Mizuno, et al. 2005. A presenca de poros de
tamanhos diferentes € muito importante, pois o tecido 6sseo cresce por poros interconectados
na faixa de 100 a 200 um, enquanto a adesao celular e a formagao vascular ocorrem em poros

menores que 100 um (Shakira, et al. 2014).

3.6  Propriedades Mecéanicas

O modulo de elasticidade (E) e a resisténcia maxima a tragdo (omax) foram usados
para avaliar como o material se comporta sob cargas mecanicas de acordo com as Figuras
3.10 e 3.11respectivamente. Os resultados obtidos pelas analises sdo apresentados na Tabela
3.2.

Figura 3.10 e 3.11: Variagdo nos valores das propriedades mecénicas dos grupos PVA, PVA/PEG, PVA/NBX,

PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA. (a) Curvas de tensdo X deformacéo para os diferentes grupos. (b) Mddulo
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de elasticidade expresso em média e desvio padrdo para diferentes materiais. Os resultados foram apresentados
em média e desvio padrdo. O teste realizado foi 0 One-way ANOVA seguido por multiplas analises de Turkey
pos-teste * P <0,05 (N = 5).
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Tabela 3.2. Valores do médulo de elasticidade e resisténcia maxima a tracéo obtidos para cada grupo testado.

Group E (MPa) omax (MPa)

PVA 3,36+0,48 10,30+ 0,28
PVA/PEG 3,26 £ 0,47 12,25+ 0,87
PVA/NBx 2,66 +0,27 11,41 +1,22
PVA/PEG/NBx 1,66 +0,20 7,40 £ 0,65
PVA/PEG/NBx/HA 2,32+0,13 5,81+ 1,35

Legenda: E: mddulo de elasticidade; omax: resisténcia maxima a tragdo.

As Figuras 3.10 e 3.11 mostram as diferentes curvas tensdo X deformacéo e os valores
do modulo de elasticidade para os grupos PVA, PVA/PEG, PVA/NBx, PVA/PEG/NBX e
PVA/PEG/NBXx/HA. A diferenca observada nas curvas deve-se a diferenca na composicao
dos grupos testados. A Tabela 3.2 mostra os valores do modulo de elasticidade (E) e da
resisténcia maxima a tracdo (omax) obtidos para os materiais testados. Esses valores
permitem descrever o comportamento mecanico das formulacées, que de acordo com os testes
realizados, € possivel afirmar que o filme de PVA puro e a blenda PVA/PEG sdo as
composic¢Bes mais rigidas, pois apresentam os maiores valores de modulo de elasticidade (E),
que foram 3,36 + 0,48 e 3,26 + 0,47 MPa, respectivamente. Esses valores sdo estatisticamente
semelhantes. Um segundo grupo composto pelos scaffolds PVA/NBx e PVA/PEG/NBx/HA
apresenta valores de elasticidade iguais a 2,66 + 0,27 e 2,32 £ 0,13 MPa, respectivamente. Por
fim, o PVA/PEG/NBXx apresentou valor de elasticidade igual a 1,66 + 0,20 MPa, destacando-

se como a composicdo mais flexivel.
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Quanto a fragilidade, os materiais podem ser agrupados em: PVA puro e PVA/PEG,
apresentando comportamento de fragilidade semelhante; e PVA/NBx apresentam os maiores
valores de resisténcia maxima a tracdo. Os demais grupos apresentam comportamento menos
fragil, sendo PVA/PEG/NBXx 0 mais ddctil entre as composigdes.

Sabe-se que o PEG é um material plastificante. Assim, espera-se que este material
possa aumentar a resisténcia mecéanica nas formulagfes. Essa hipdtese é confirmada pelos
resultados apresentados nas Figuras 3.10 e 3.11, onde se observa que o PVA/PEG possui 0
maior valor de resisténcia maxima a tracdo entre todas as amostras testadas, seguido pelo
grupo PVA/NBX. Resultados semelhantes foram relatados por Sergio, et al. 2018 com filmes
de PVAJ/CS e HA usados para regeneracao de tecido 6sseo.

Em relagdo a ductilidade, as composices PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA
apresentam padrdes de curva tensdo-deformacdo muito semelhantes. Nesse caso, a presenca
de trés espécies diferentes aumenta as interagdes intermoleculares e a mobilidade da cadeia
polimérica, o que pode explicar a diminuicdo da fragilidade dessas composicdes e sua maior
ductilidade (Sergio, et al. 2018; Bernal, Kuritka & Saha, 2016; Miya, lwamoto & Mima,
1984; Zhou, Yang & Nie, 2007; Ting-Ting, et al. 2019).

4, CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos por FTIR o grupo funcional hidroxila (OH) foi
observado para a blenda de PVA/PEG pela existéncia de duas bandas que representamos
modos vibracionais do grupo hidroxila, caracterizando uma possivel copolimerizacdo com o
surgimento de uma nova banda em torno de 1439 cm™. Para os scaffolds foram observadas
modificacdes significativas nos espectros em relacdo a blenda PVA/PEG e do PVA puro,
indicando que a adicdo da norbixina e da hidroxiapatita a blenda de PVA/PEG promoveu
mudancas significativas na matriz do polimero. A partir dos espectros de difracdo de raios-X
da blenda foram observados que os planos de difracdo sofrem deslocamentos com a adi¢do do
PEG. Ja para os scaffolds ha diferenca na estrutura, relacionadas ao tipo de material
empregado. Os componentes mencionados neste trabalho podem apresentar diferencas em
relacdo: a carga superficial, a miscibilidade, diferenca de polaridade, o tipo de interacdo
formado (forcas intermoleculares). Essas diferencas somadas ao tipo de solvente empregado
na modificacdo dos materiais, assim como na solucdo sugerem de certa forma estruturas
interlamelares diferentes para a formacéo dos scaffolds. Por analise térmica foi observado trés

estagios de decomposicao para o PVA, correspondendo a uma perda de 99,35% de sua massa
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indicando a completa decomposicdo. Para a blenda de PVA/PEG foi observado uma
diminuicdo na temperatura inicial de degradacdo, porém com perda de massa semelhante a
matriz de PVA e uma diminuicdo da estabilidade térmica diminuindo a temperatura inicial de
degradacdo da blenda. Foi observada que a degradacdo dos scaffolds pode estar ligada
diretamente a degradacdo dos materiais presentes na constituicdo dos materiais isolados,
assim como do solvente presente nos scaffolds. Por microscopia Optica foi observado para a
blenda com a presenca do PEG uma provavel interferéncia lamelar. Para os scaffolds pode-se
observar que a norbixina ndo se deposita de forma homogénea para ambas as amostras,
apresentando pontos escuros ao longo dos scaffolds. Os scaffolds de PVA/NBx e
PVA/PEG/NBx apresentaram micrografias semelhantes em relacdo a coloragédo, vazios ou
fissuras independente do teor ou componente empregado, sem separacao de fases evidentes. A
microscopia eletrénica de varredura mostrou que a blenda PVA/PEG possui superficie
compacta, sem trincas, apresentando boa compatibilidade e miscibilidade entre os
componentes. O ensaio também mostrou que a adicdo de NBx a matriz de poli (alcool)
vinilico PVA para o filme PVA/NBX torna a superficie do filme rugosa e resulta na separacao
de fases entre os componentes. Para o filme PVA/PEG/NBX, foi possivel observar um
comportamento semelhante a composicdo do PVA/NBXx devido a miscibilidade entre PVA e
NBX. No entanto, muda a forma da estrutura rugosa, apresentando elevagdes mais altas e
declives semelhantes a espacos vazios. Por fim, no que se refere a composicdo
PVA/PEG/NBXx/HA, observou-se que a incorporacdo da hidroxiapatita resulta em aspecto
rugoso do material, que apresenta superficie irregular e presenca de poros, aglomerados e
canais distribuidos em toda sua superficie, diretamente afetando sua miscibilidade. De acordo
com os ensaios mecanicos realizados neste estudo, o filme de PVA puro e a blenda PVA/PEG
apresentaram maior rigidez, por apresentarem os maiores valores de modulo de elasticidade.
Os filmes de PVA/NBx e PVA/PEG/NBx/HA apresentaram modulo de elasticidade
semelhante, o que os define como estaticamente iguais. O PVA/PEG/NBXx é a composi¢do
mais flexivel. Também foi observada uma boa ductilidade para as composicGes
PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBx/HA. Nestes casos, a presenca de trés espécies diferentes
aumenta as interacBGes intermoleculares e a mobilidade da cadeia polimérica, o que pode
explicar a diminuicdo da fragilidade dessas composices e sua maior ductilidade. Essas
caracteristicas sugerem que esses materiais sao prometidos para futuras aplicacdes no projeto

de scaffolds, principalmente na reconstrucdo de tecido 6sseo.
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CAPITULO 11

AVALIACAO DE HEMOCOMPATIBILIDADE DE FILMES FINOS DE POLI
(ALCOOL VINILICO) (PVA) / POLI (ETILENO) GLICOL (PEG) / NORBIXINA
(NBX) / HIDROXIAPATITA PARA FINS TECIDUAIS OSSEOS
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RESUMO

Poli (&lcool vinilico) (PVA) e poli (etilenoglicol) (PEG) s&o polimeros biocompativeis e
biodegradaveis amplamente estudados em aplicacbes médicas devido as suas propriedades.
Alem disso, eles podem ser utilizados como matrizes na formagdo de andaimes contendo
substancias naturais biocompativeis, biodegradaveis, bioativas e biomiméticas. O principal
objetivo deste trabalho foi avaliar a hemocompatibilidade de filmes finos de PVA / PEG /
Norbixina (NBx) / Hidroxiapatita (HA). Também foi feito um estudo sobre a capacidade
antimicrobiana desses filmes, visando sua possivel utilizacdo como andaime. A avaliacdo de
hemocompatibilidade foi favoravel para todos os filmes. Os ensaios antimicrobianos in situ
mostraram que os scaffolds apresentaram atividade inibitoria contra as bactérias E. Coli,
Staphylococcus Aureus e contra o fungo Candida Albicans. Com base nesses resultados,
pode-se concluir que a metodologia de obtencdo dos filmes foi eficaz e biocompativel. Os
resultados de hemocompatibilidade foram satisfatérios, indicando a possibilidade de aplicacéo
dos filmes como dobramento em scaffolds em diferentes tipos de implantes.

Palavras-chave: Filmes finos; norbixina; hemocompatibilidade; andaime antimicrobiano.
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ABSTRACT

Poly (vinyl alcohol) (PVA) and poly (ethylene glycol) (PEG) are biocompatible and
biodegradable polymers widely studied in medical applications due to their properties. In
addition, they are polymers that can be used as matrices in the formation of scaffolding
containing natural biocompatible, biodegradable, bioactive and biomimetic substances. The
main objective of this work was to evaluate the hemocompatibility of thin films of
PVA/PEG/Norbixin (NBx)/Hydroxyapatite (HA). A study was also made on the antimicrobial
capacity of these films, aiming at their possible use as scaffolding. The hemocompatibility
assessment was favorable for all films. The in situ antimicrobial assays showed that the
scaffolds had inhibitory activity against to the bacteria E. Coli and Staphylococcus Aureus
and to the fungus Candida Albicans. Based on these results, it can be concluded that the
methodology for obtaining the films was effective and biocompatible. The hemocompatibility
results were satisfactory, thus indicating the possibility of applying the films as scaffolds
folding in different types of implants.

Key words: Thin films; norbixin; hemocompatibility; antimicrobial scaffold.
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1.  INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, observou-se o crescimento exponencial da engenharia de tecidos,
(Hamad, et al. 2008) que é um campo relativamente novo e multidisciplinar com areas como
engenharia de materiais, ciéncias dos materiais, engenharia mecéanica, medicina clinica e
genética. Uma das 36 principais aplicacdes da biotecnologia é o desenvolvimento de novos

biomateriais.

Os pesquisadores se esforcaram para desenvolver e estudar a compatibilidade de
diferentes tipos de materiais, como misturas, filmes, membranas poliméricas ou copolimeros
naturais ou sintéticos para aumentar a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular (Huan, et
al. 2018; Hu, et al. 2016; Huang, et al. 2018). Tais estudos levam ao surgimento de novos
tecidos (moles ou duros) auxiliando na regeneracdo de tecidos danificados ou doentes que
podem ser usados por tempo indeterminado, como um todo ou parte de um sistema

(Abukama, et al. 2006; Ahmad, et al. 2006; Ikada, 2006; Inés, et al. 2018).

Um dos maiores desafios da engenharia de tecidos € melhorar as terapias e/ou
desenvolver métodos de engenharia e ciéncias da saude que restaurem, melhorem, dificultem
ou previnam a piora da funcdo do tecido comprometido para obter o material constituinte
com comportamentos biologicos e fisiologicos especificos. Entre as causas de danos ou perda
de funcdo para 6rgdos ou tecidos, destaca-se o desgaste natural atribuido ao avanco da idade,

acidentes ou patologias (Kamoun, et al. 2015; Kang, et al. 2016).

No que diz respeito a engenharia de tecidos, novos métodos terapéuticos tém sido
desenvolvidos e testados em comparacdo com 0s métodos convencionais (autoenxertos,
aloenxertos e xenoenxertos). A tecnologia de scaffolds se destaca, pois possibilita aumentar a

eficcia terapéutica e diminuir os efeitos adversos. Além disso, o sinal de sistemas adequados
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e especificos permite que a bioatividade molecular seja mantida no local desejado (Kim, et al.

2006; Kohno, et al. 2014; Kouchack, et al. 2014; Langer & Vacanti, 2003; Legeros, 2002).

Os métodos convencionais citados acima costumam apresentar limitagdes e miutas das
vezes fornecem resultados abaixo do esperado, o que se tornou um desafio para 0s
pesquisadores da bioengenharia. Portanto, tem sido cada vez mais necessario o uso de
biomateriais que possam melhorar as propriedades fisico-quimicas e mecanicas dos materiais
existentes. O biomaterial pode ser entendido como qualquer substancia ou combinacdo de
substancias, naturais ou sintéticas, que possam interagir biologicamente e ser utilizadas nas
ciéncias da saude, com o objetivo de tratar, expandir e / ou substituir quaisquer partes do
corpo humano. Além disso, 0s possiveis biomateriais devem ter caracteristicas peculiares,
como biodegradabilidade, biorreabsorcdo e bioatividade (Legeros, 2002; Liu, et al. 2009;

Meskinfarma, et al. 2018; Majid, et al. 2018).

Os biomateriais podem ser desenvolvidos com diferentes classes de materiais, tais
como polimeros, ceramicos, metalicos e compdsitos, considerando a especificidade da
aplicacdo a que sera destinado. Dentre esses materiais, 0s polimeros tém sido intensamente
utilizados devido a sua capacidade de evitar o estresse pos-implante, sendo adaptavel ao
formato e tamanho desejados, devido a sua estabilidade durante o uso, por serem faceis e
complexas no processamento, biodegradaveis, devido a possibilidade de ajustar suas
propriedades mecanicas, e seu baixo custo (Yetha, et al. 2012; Meeichyn, et al. 2017;

Moghimi, 2008).

O poli (alcool vinilico) (PVA) é um polimero soluvel em agua, sendo amplamente
utilizado na industria devido as suas excelentes propriedades quimicas e fisicas, boa
resisténcia quimica. Também ¢ caracterizado como hidrofilico, indcuo, biocompativel,

biodegradavel, ndo cancerigeno e ndo toxico, com baixa adesdo celular e biorreabsorvivel.
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Este polimero pode ser utilizado em modelos de membranas biolégicas, e como uma
excelente estrutura de rede cristalina para incorporacdo de outros materiais (Moreno, et al.

2018; Roopali, et al. 2013; Sachico, et al.2017; Sasaki, et al. 2016),

Compésitos formados de materiais poliméricos, comumente, exercem efeitos negativos
em termos de biodegradabilidade e bioatividade devido a sua alta viscosidade e uma reducédo
significativa da porosidade em contato com o implante que restringe suas aplicacfes sem a
adicdo de outros componentes. Para suprir essas desvantagens, ha um numero crescente de
combinacdes de polimeros (naturais ou sintéticos) com fosfatos e ativos naturais, a fim de
minimizar caracteristicas desfavoraveis desses materiais poliméricos na busca por melhores

propriedades (Oliveira, et al. 2009; Pengwu, et al. 2017).

Portanto, o desenvolvimento de novos materiais e alternativas que possam ser
eficientes e com estratégia facil sdo direcionados para o desenho de scaffolds que possam ser
assimilados pelo tecido para uma regeneracdo adequada, sendo bioativos, biodegradaveis,
biocompativeis e biomiméticos. Dentre as possibilidades, os fosfatos de calcio, como a
hidroxiapatita (HA), apresentam propriedades interessantes que podem ser utilizadas para
minimizar e até mesmo evitar patologias como osteomielite e doencas bucais (Pires, et al.
2015; Pierpaoli, et al. 2017; Poinern, et al. 2012; Rui- Xue Sun, et al.2017; Sachico, et al.

2017).

No entanto, a fragilidade intrinseca e a osteoatividade descontrolada dos fosfatos, em
geral, limitam inteiramente suas aplicacdes, especialmente como implantes de suporte de
carga. Além da hidroxiapatita, mais dois materiais foram adicionados como suporte e
biologicamente ativos para o projeto de scaffolds: poli (etilenoglicol) (PEG) e norbixina
(NBx). Esses materiais tém mostrado bons resultados na melhoria da proliferacdo e

diferenciacdo da célula (Rao, et al. 2019; Rodney, et al. 2016; Ssaki, et al. 2016). Além de
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serem biocompativeis, bioinertes, biodegradaveis com estruturas tridimensionais (2D) ou

(3D), que mimetizam a matriz extracelular natural (MEC) (Rao, et al. 2019).

O PEG possui propriedades fisico-quimicas interessantes para o projeto de scaffolds,
95 bem como boa resisténcia mecanica e facil processabilidade com outras (Daoyong, et al.
2018; Hamad, et al. 2008). A norbixina um carotendide extraido do urucum (Bixa orellana
L.), uma planta nativa da América Tropical, é biodegradavel, biocompativel e bioabsorvivel

(Costa & Chaves, 2005).

Recentemente, estudos tém mostrado que as membranas poliméricas contendo
norbixina, melhoram a biocompatibilidade dos scaffolds no reparo tecidual. Essas membranas
diminuem os processos de necrose tecidual. Eles favorecem o tecido reparar com processos
inflamatdrios reduzidos. Estudos relataram a auséncia de efeitos tdxicos, teratogénicos ou
mutagénicos desses materiais (Cunha, et al. 2011; Daoyong, et al. 2018; Guastaldi, et al.

2010).

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar a hemocompatibilidade de filmes
finos de PVA / PEG / NBx / HA. Além disso, foi realizada uma avaliacdo de sua capacidade
antimicrobiana com vistas a uma possivel utilizacdo de filmes como andaimes. Os resultados
de hemocompatibilidade de filmes de PVA / PEG contendo norbixina e hidroxiapatita ndo

tém precedentes.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1  Materiais
2.1.1 Matriz Polimérica
Foi utilizado, nessa pesquisa, 0 PVA - (alcool polivinilico) (C,H40)n como matriz

polimérica, adquirido pela Dindmica Produtos Quimicos Ltda.

2.1.2 Plastificante
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O poli (etileno) glicol (PEG) foi adquirido pela Dinamica Produtos Quimicos Ltda,
com massa molar numérica média entre 1350 e 1650 g/mol, com ponto de fusdo -65°C e
densidade 1,127 g/cm®.

2.1.3 Norbixina
A norbixina (NBXx) utilizada neste estudo foi extraida a partir das sementes do urucum

(Bixa orellana L.) coletadas na cidade de Presidente Dutra no estado do Maranhdo. A

estrutura da norbixina é ilustrada na Figura 2.1.

2.1.4 Reagentes

Tabela 2.1: Reagentes usados no procedimento metodoldgico.

Reagente Especificagdes Fornecedor
Hexano P.A. PM: 86,19; Teor: 99% Dinamica®
CeHi4
Cloroformio P.A. PM: 119,38; Teor: 99,80% Dinamica®
CHCl;
Hidroxido de Potassio P.A. PM: 56.11: Teor: 85% Dinamica®
KOH
Hidroxido de Sodio P.A. PM: 40,00: C min.: 98% Dinamica®
NaOH
Acido CI&rlcdlrlco P.A. PM: 36,46; Densidade: 1,181g/cm’ Dinamica®
Dimetisulfoxido P.A. PM: 78,13; Densidade: 1,1g/cm® Dinamica®

(CH3).SO

Fonte: Autoria propria.

2.1.5 Reagente complementar
Controle positivo Triton X- 100 BP151 - 500 fornecido pela Fisher Bioreagents.

Solucdo tampéo de (PBS) 0,1 molar com pH = 7,4, feito em laboratorio.

2.2  Métodos

2.2.1 Sintese da Norbixina (NBx)
A extracdo da bixina foi realizada conforme Barbosa-Filho (1998). Inicialmente 200 g

de sementes de urucum foram previamente selecionadas, limpas e secas, foram mantidas em

refluxo num soxhlet com hexano por um periodo de oito horas. ApOs esse periodo as
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sementes foram separadas do extrato obtido. Em seguida, foi adicionado cloroférmio ao
soxhlet, e o sistema foi deixado sobre refluxo por mais 08 horas. O extrato obtido no processo
foi rotavaporizado, o sélido obtido neste processo é constituido principalmente de bixina, com
aproximadamente 98% de pureza (Barbosa-Filho, 1998). Foi lavado com éagua destilada e
posteriormente seco em estufa de circulagdo de ar e armazenado em frasco @mbar protegido
da luz.

A bixina obtida no processo de extracdo foi saponificada numa solucdo de hidréxido
de potassio 4% sobre aguecimento e agitacdo constantes a 70 °C por 1 hora. Ao sal de
norbixina obtido na saponificacdo foi adicionado acido cloridrico concentrado gota-a-gota
ap6s a solucdo atingir a temperatura ambiente. Em seguida a norbixina (precipitado
avermelhado) foi filtrada, lavada com agua destilada até pH = 5 e seca em estufa a 60 °C, por
24 horas. O sélido foi armazenado em frasco ambar.

2.2.2 Sintese da Hidroxiapatita (HA)

O p6 de HA foi obtido por precipitacdo quimica utilizando hidroxido de calcio
Ca(OH), e fosfato de amonio (dibasico) (NH4)2(HPO,), a reacdo ocorre conforme descrito
pela equagédo 2.1 (Afshar et al 2003). Inicialmente, os reagentes foram dissolvidos em agua
deionizada e misturados. A mistura permaneceu sob agitacdo constante em temperatura
ambiente. Em seguida, o precipitado foi lavado com agua destilada. A suspenséo foi seca em
estufa a 100 °C por 24h. O pd obtido foi analisado em DRX em aparelho XRD-6000
Shimadzu, utilizando-se radiagdo Ka do cobre, tensdo de 40kV, corrente de 30mA, varredura
entre 10 a 90°C e velocidade de varredura de 2°/min para comparagdo dos picos obtidos com

0s caracteristicos da hidroxiapatita (HA) de acordo com a literatura.

Equacdo 2.1: Formulacéo da hidroxiapatita (HA). Fonte:(Afshar et al 2003).

6HoN,O4P + lOCa(OH)z + HzO—)Calo(PO4)6(OH) + 12NH3 + 19H,0

2.2.3 Processo de preparacdo dos filmes
Todos os filmes de PVA de poli (alcool) vinilico foram preparados por casting

utilizando dispersdes de PVA a 0,59 em solucéo de dimetisulféxido (DMSO) a 25 mL. Para o
preparo da blenda de PVA/PEG obtido pelo mesmo método, foi adicionando a solucéo padréo
acima descrita 0,059 de PEG. Para a producdo dos filmes de PVA/Norbixina, (PVA/NBX),
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PVA/PEG/Norbixina, (PVA/PEG/NBX) e PVA/PEG/Norbixina/Hidroxiapatita
(PVA/PEG/NBx/HA). Foram adicionadas a solucdo padréo as concentragdes abaixo descritas
de acordo com a Tabela 2.2. Todas as misturas permaneceram em agitacdo e aquecimento
constante a 80°C. Cada componente foi adicionado em intervalos de 30 minutos entre cada
adicdo. A solucdo final de cada formulacdo foi filtrada para retirada de impurezas, vertida em
placa de petri e mantida em capela de exaust@o de gases a 70°C por 24 horas para evaporagao
do solvente. Ap6s esse periodo os filmes foram levados a estufa a vacuo a 30°C por 24 h e
posteriormente armazenados em dessecadores. ApoOs esse periodo os filmes foram

acondicionados em papel cirdrgico até serem levados a analise.

Tabela 2.2: ConcentracGes de PVA, PEG, NBx e HA para formacéao dos scaffolds. Fonte: Dados da

pesquisa.
PVA PEG NORBIXINA HIDROXIAPATITA
0.45¢ _ 0.05¢g _
0.3g 0.1g 0.1g _
0.29 0.1g 0.1g 0.1g

2.3  CaracterizacOes

2.3.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana por meio da técnica de contato direto

Os filmes foram submetidos a avaliagdo da atividade antimicrobiana por meio da
técnica de antibiograma em disco por contato direto frente a cepas padrdo de Staphylococcus
aureus (CCBH3856), Escherichia coli (CCBH3860) e Candida albicans (ATCC10231). Os
filmes foram previamente cortados em forma de disco. Em seguida, foi realizada a
padronizacdo do inoculo segundo a metodologia proposta pelo NCCLS (2003) de acordo com
a escala MacFarland 0,5 (1,5 x10® UFC/mL). As amostras foram colocadas em contato com o
meio solido (Mueller Hinton Agar) previamente inoculado. Foi usado o controle positivo
Triton para as amostras. Por fim, as placas foram incubadas em estufa a 35 £ 2 °C por 24
horas. Decorrido o tempo de incubacdo, os discos foram retirados delicadamente do meio para

verificar a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano.

2.3.2 Avaliacdo da Hemocompatibilidade
Os filmes foram submetidos ao teste de atividade hemolitica em &gar sangue de

carneiro (Laborclin®) utilizando a técnica de antibiograma em discos (Kalegari, et al. 2011)
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adaptada para avaliagdo da hemocompatibilidade. Os filmes previamente cortados foram
submetidos a exposi¢do de luz UV por meia hora no intuito de reduzir a carga bacteriana. Em
ato continuo, os discos obtidos foram aplicados sobre os meios. Os controles negativo e
positivo foram, respectivamente, preparados por meio da impregnacgdo dos discos com 50 pL
do solvente Triton. Apos a aplicagdo, os meios foram incubados a 35+2 °C durante 24 horas.
Decorrido este periodo, as placas foram inspecionadas quanto a presenca de halos de hemdlise

(medidos em mm).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacédo da Atividade Antimicrobiana

Os testes da analise microbioldgica por disco de difusdo para bactérias gram positivas,
gram negativas, bem como para fungos foram realizados para uma triagem inicial. Teste com
bactérias especifica dos 0ssos devem ser realizados futuramente.

Os resultados da analise microbioldgica por disco de fusdo dos scaffolds revelaram
qualitativamente a capacidade de liberagdo de NBx e HA presentes nas membranas em meio
hidrofilico. Foi possivel observar a formacdo de halo inibitério ao redor das amostras,
comprovando a difusdo dos componentes no meio de cultura, conforme mostram as imagens
da Figura 3.1 (a, bec).

Figura 3.1: Teste microbiol6gico da norbixina e hidroxiapatita para os scaffolds de PVA/NBx, PVA/PEG/NBx
e PVA/PEG/NBx/HA por disco de difusdo dos sistemas controle. a) Andlise por disco de difusdo em placa
semeada com cepa Staphylococcus aureus (CCBH3816) b) Analise por disco de difusdo em placa semeada com
cepa Escherichia coli (CCBH3860) c) Andlise por disco de difusdo das membranas controle em placa semeada
com a cepa Candida albicans (ATCC10231).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Para o PVA puro e blenda de PVA/PEG foi possivel observar uma solubilidade de
100% para ambas as amostras quando em contato com o meio, por conta da afinidade dos
grupos presentes na estrutura e de interacGes inter/intramoleculares os materiais e 0 meio
utilizado (Englhardt & Hoffman, 2000).

Para o scaffold formado de PVA/NBx, foi possivel observar que houve um
enturmecimento do material com inibi¢do bacteriana local (superficie de contato e 0 meio).
Isso se deve, ao carater mais hidrofilico dessa composicdo em relagdo as demais, que pode ter
reduzido o perfil de liberagéo do ativo pelo efeito estabelecido entre as ligagOes de hidrogénio
entre grupos hidroxilas do PVA e do PVA com &gua a membrana, aumentando a entrada de
agua para membrana repercutindo em reducdo por difusdo de conteddo de NBx no meio de
cultura microbiologico (Dhanalakshmi, 2011; Haijun, 2007; ElI-Mohdy & Ghanem, 2009)
também corroborado pelos os resultados observados por DRX e TG.

No caso da amostra de PVA/PEG/NBXx houve a formacdo de halo com diametro de 10
mm para todas as cepas testadas. Este resultado deve-se ao fato de que a associacdo da
norbixina a blenda PVA/PEG (completamente solivel no meio), tornou o material com
solubilidade intermediaria, devido a norbixina ligar-se ao PVA e PEG desestabilizando as
interacdes formadas entre as suas cadeias, corroborando com os resultados de DRX. Essa
solubilidade intermediaria permite a difusdo parcial dos constituintes da presente formulacéo
(Silva, 2005; Barbosa, Basarelli & Mercadante, 2005).

O scaffold de PVA/PEG/NBXx/HA apresentou inibi¢do local para 0s microorganismos
testados. A acdo local do scaffold, de maneira geral, deve esta relacionado a modificacdo na
estrutura cristalina dos materiais causados pela adicdo de HA, o que justifica-se por uma
inconsisténcia na solubilidade dos componentes corroborando com os resultados de DRX.
Entretanto, este resultado deve ser considerado satisfatorio, levando em consideracdo a
aplicacdo final desses biomateriais em questdo, assim como a reducdo do risco de
desenvolvimento de resisténcia bacteriana microbiologica (Dhanalakshmi, 2011; Haijun,
2007; Sergio Pineda, et al. 2018).

3.2 Hemocompatibilidade
O ensaio de hemocompatibilidade tem como objetivo detectar o potencial de um

material ou dispositivo para produzir efeitos em sistemas biol6gicos em nivel celular. Este
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ensaio deve ser aplicado a todas as categorias de biomateriais. A liberacdo de subprodutos
toxicos do biomaterial pode danificar as células ou reduzir a taxa de crescimento da cultura
celular, em comparagdo com o controlo positivo (Silva, et al. 2016).

Figura 3. 2:Testes de hemocompatibilidade a partir do controlo positivo para o PVA, a blenda de PVA/PEG e 0s
scaffolds de PVA/NBx, PVA/PEG/NBx e PVA/PEG/NBXx/HA.

Fonte: Dados da pesquisa.

Todas as amostras analisadas apresentaram significativo grau de hemocompatibilidade
indicando que as matérias-primas utilizadas para a fabricacdo dos scaffolds ndo apresentaréo
riscos bioldgicos quando empregadas de maneira correta. Resultados semelhantes foram
reportados por Sila et al (2016) estudando a hemocompatibilidade de scaffolds de PVA/CS
em contato com fibroblastos.

Yoshino (2003) avaliaram a suposta hemocompatibilidade em ratos por 13 semanas
com dieta diaria contendo 0,1, 0,3 e 0,9 de percentuais de extrato de norbixina de 91,6% em
relacio ao peso corporeo dos animais. Ndo foram observadas alteracbes nos padrdes
hematoldgicos ou oftalmologico para os ratos na concentracdo de 0,1 depois de decorrido o

periodo de 13 semanas.

4, CONCLUSAO

Os resultados da andlise microbioldégica mostraram-se satisfatorio para ambos o0s
scaffolds, assim como a reducdo do risco de desenvolvimento de resisténcia bacteriana
microbiolégico. Todas as amostras analisadas apresentaram satisfatério grau de

hemocompatibilidade indicando que as matérias-primas utilizadas para a fabricacdo dos
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scaffolds ndo apresentardo riscos bioldgicos quando empregadas de maneira correta no tecido
hospedeiro.
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