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RESUMO

Um dos principais desafios na medicina contemporanea reside no tratamento de
lesbes Osseas. Alguns dos implantes utilizados para esse propdsito, como os de
platina e os de polimeros convencionais, frequentemente resultam em problemas
como incompatibilidade e disparidade nos coeficientes de dilatacdo dos materiais.
Assim, procedimentos de substituicdo ou enxerto sdo extensivamente adotados para
tratar tecidos danificados por doencas graves, traumas ou fatores relacionados a
idade avancada. Apesar de sua relevancia, o transplante de tecidos ainda enfrenta
diversas limitagBes, que vao desde questdes econdmicas até problemas associados
aos métodos cirurgicos. Estes podem causar morbidade no local doador, riscos de
transmissdo de doencas e até rejeicdo do tecido. Recentemente, avancos nas
tecnologias de eletrofiagcdo e manufatura aditiva possibilitaram o desenvolvimento de
scaffolds altamente organizados, aplicados a regeneracéo de tecidos. Neste estudo,
propomos a producdo de scaffolds nanofibrosos destinados a engenharia de tecido
0sseo, utilizando a combinacédo dessas tecnologias inovadoras. Criamos um sistema
de eletrofiagdo a curta distancia, adaptando uma impressora 3D (Fused Deposition
Modeling) para esse fim. Sintetizamos nanoparticulas de hidroxiapatita por
precipitacdo quimica e preparamos trés solu¢des poliméricas distintas: a primeira de
poli(e-caprolactona) (PCL) e as outras duas de poli(e-caprolactona)/hidroxiapatita
(PCL/HA) com diferentes proporcdes de HA. A hidroxiapatita foi caracterizada por
meio de técnicas como microscopia eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia
de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difratometria de raios-x (DRX)
e analise térmica (TGA). Essas analises confirmaram a morfologia, as bandas de
absorcdo caracteristicas no infravermelho, a estrutura cristalina e a estabilidade
térmica do material obtido. Para produzir os scaffolds estruturados a base de
nanofibras, utilizamos o método de eletrofiacdo a curta distancia acoplada a
impressora 3D. Os trés scaffolds de nanofibras foram caracterizados também por
FTIR, TGA, MEV, espectroscopia por energia dispersiva (EDS) e microscopia optica.
Além disso, foram submetidos a testes mecanicos e ensaios de intumescimento, nos
quais foram evidenciadas propriedades essenciais de estabilidade e resisténcia do
material, expressas por valores de modulo de Young (E), tensdo maxima, tensdo de
ruptura (TR), elongamento maximo (EM) e grau de intumescimento (Gl). Os testes

de citotoxicidade confirmaram que o biomaterial é atdéxico. As analises realizadas



validaram a eficicia da impressora como um sistema para a producédo eficiente de
scaffolds com orientacéo de fibras, e evidenciaram a producédo bem sucedida de um

biomaterial com potencial aplicacdo na medicina regenerativa.

Palavras-chave: tecido 6sseo; manufatura aditiva; eletrofiacdo; hidroxiapatita;
poli(e-caprolactona).



ABSTRACT

One of the primary challenges in contemporary medicine lies in the treatment of bone
injuries. Some of the implants used for this purpose, such as platinum and
conventional polymer implants, often result in issues like material incompatibility and
disparities in coefficients of expansion. Consequently, replacement or grafting
procedures are extensively adopted to address tissues damaged by severe diseases,
traumas, or factors associated with advanced age. Despite their significance, tissue
transplantation still faces several limitations, ranging from economic concerns to
issues associated with surgical methods. These can cause donor site morbidity,
disease transmission risks, and even tissue rejection. Recently, advancements in
electrospinning and additive manufacturing technologies have enabled the
development of highly organized scaffolds applied in tissue regeneration. In this
study, we propose the production of nanofibrous scaffolds aimed at bone tissue
engineering using the combination of these innovative technologies. We have
created a short-distance electrospinning system by adapting a 3D printer (Fused
Deposition Modeling) for this purpose. We synthesized hydroxyapatite nanoparticles
through chemical precipitation and prepared three distinct polymeric solutions: the
first consisting of poly(e-caprolactone) (PCL) and the other two of poly(e-
caprolactone)/hydroxyapatite (PCL/HA) with different HA proportions. The
hydroxyapatite was characterized using technigues such as scanning electron
microscopy (SEM), Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR), X-ray
diffractometry (XRD), and thermal analysis (TGA). These analyses confirmed the
morphology, characteristic infrared absorption bands, crystalline structure, and
thermal stability of the obtained material. To produce structured nanofiber-based
scaffolds, we employed the short-distance electrospinning method coupled with the
3D printer. The three nanofiber scaffolds were also characterized by FTIR, TGA,
SEM, energy-dispersive spectroscopy (EDS), and optical microscopy. Additionally,
they underwent mechanical tests and swelling assays, demonstrating essential
stability and material resistance properties expressed by Young's modulus (E),
maximum stress, rupture stress (RS), maximum elongation (ME), and swelling
degree (SD). Cytotoxicity tests confirmed the biomaterial's non-toxic nature. The
conducted analyses validated the printer's effectiveness as a system for the efficient

production of fiber-oriented scaffolds and demonstrated the successful production of



a biomaterial with potential application in regenerative medicine.

Keywords: bone tissue; additive manufacturing; electrospinning; hydroxyapatite;

poly(e-caprolactone).
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1 INTRODUCAO

Procedimentos de substituicdo ou enxertia 0ssea séo largamente empregados
para o tratamento de tecidos danificados por ocorréncia de doencas graves, traumas
ou fatores relacionados a idade avancada. De fato, € um tratamento que pode ser
realizado em diferentes partes do corpo, desde estruturas dentarias até cranio facial
[1,2,3] e por isso apresenta vasta aplicabilidade.

Apesar de sua importancia, procedimentos de transplante de tecidos ainda
apresentam muitas limitacdes, que vao desde a inviabilidade econdomica do
procedimento para muitos pacientes [4] até problemas diretamente relacionados ao
tipo de mecanismo, como no caso dos enxertos que, a depender do método, pode
ocasionar morbidade no sitio doador, riscos de transmisséo de doencas e até rejeicao
[5].

Nesse contexto, a engenharia de tecidos vem ganhando destaque, uma vez
gue essa area tem como objetivo regenerar ou reparar as funcdes do tecido doente
gue néo cicatriza espontaneamente, COmo 0 0SSO, € surge Como um campo Promissor
para superar os desafios dos tratamentos convencionais de enxertia 6ssea. Esta
baseia-se em trés importantes elementos, séo eles: células, fatores de crescimento e
scaffold ou andaime (matriz polimérica 3D) [2,3].

No que se refere aos scaffolds, estes podem ser produzidos a partir de nano e
microfibras, sendo assim denominados de fibrosos e desempenham importante papel
para o sucesso dos processos aplicados a engenharia de tecidos, pois interagem com
as células e os fatores de crescimento para regenerar ou reparar um tecido especifico,
fornecendo um bom suporte para acomodacdo celular e assim guiando seu
crescimento [3,6].

Uma das caracteristicas que potencializa o crescimento celular e,
consequentemente as funcdes relacionadas é a orientacao das fibras. Os scaffolds
produzidos a partir de um controle sobre a orientacao das fibras sdo essenciais para
gerenciar o crescimento das células e a regeneracdo de tecidos. Scaffolds
nanofibrosos sdo comumente produzidos pelo processo de eletrofiacdo e quando esse
processo é conduzido a curta distancia hd a possibilidade de produgédo de materiais
com estruturas bem definidas. Avangos recentes nessa tecnologia ainda permitem o
acoplamento entre o processo de eletrofiacdo e a manufatura aditiva para o

desenvolvimento de andaimes com elevado grau de controle arquitetonico [7].
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Por ser um método simples, versatil e barato a eletrofiagdo € bastante aplicada
na engenharia de tecidos produzindo estruturas para mimetizacdo da matriz
extracelular [8]. Scaffolds produzidos a partir desta técnica devem apresentar boa
biocompatibilidade, biodegradacdo e serem absorviveis. Nesse sentido, a ideia de
produzir os andaimes compostos por polimeros biodegradaveis e ceramicas bioativas
€ uma estratégia promissora para o0 desenvolvimento de sistemas aplicados a
regeneracao de tecido 0sseo.

A hidroxiapatita (HA) é o principal componente da matriz 6ssea, sendo 0 0Sso
um compasito natural ceramico composto por fibrilas de colageno contendo materiais
inorganicos nanocristalinos e bastonetes incorporados. Dessa forma, a HA sintética
apresenta vasta aplicabilidade no campo da regeneracdo Ossea devido as suas
caracteristicas biologicas [9,10,11]. A estreita semelhanca da HA sintética com 0 0Sso
natural levou a extensos esforcos de pesquisas para usa-la como componente de
substitutos 0sseos. Particulas de HA em nanoescala ja provaram ser um material

osteocondutor [12].

O poli(E-caprolactona) (PCL), por sua vez, é um polimero biodegradavel com
notavel tenacidade, boa biocompatibilidade e alta resisténcia mecénica [8,13].
Apresenta fraca molhabilidade da superficie e interacado com fluidos biol6gicos o que
dificulta a adeséo e proliferacdo celular e, por esta razdo, para obter propriedades
mecanicas aprimoradas, o PCL é utilizado frequentemente como matriz polimérica em
compaositos incluindo fases inorganicas osteogénicas (que permitem a formacao de
Novos vasos sanguineos e estimula a formacao de células Gsseas) e osteoindutoras
(que induzem a diferenciacéo de células tronco em células osteogénicas apds contato

com a matriz 6ssea) [8] como € o caso da hidroxiapatita.

De maneira geral, os biomateriais preparados para a regeneracdo 0ssea
devem apresentar propriedades mecanicas e estruturais semelhantes ao osso [14] e
estruturas favoraveis a adesao, proliferacdo e diferenciacdo celular para que haja

regeneracao efetiva do tecido [3,8].

Felizmente os scaffolds produzidos a partir de fibras nano ou micrométricas
resultam em materiais que respondem positivamente a diversos estimulos. Assim o
ordenamento das fibras pode otimizar as propriedades mecanicas do material
promovendo melhorias na adesdo e proliferacdo das células, orientacdo no

crescimento celular, podendo também permitir uma melhor diferenciacéo osteogénica.
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Diante do exposto, este trabalho buscou uma nova estratégia para a producao
de scaffolds de PCL e PCL/HA [poli(E-caprolactona) e hidroxiapatita] com design de
fibras orientadas. Trata-se da produgcao de materiais fibrosos a partir de um sistema
de eletrofiacdo adaptado a uma impressora 3D, que possibilitou obter estruturas que
podem mimetizar a matriz extracelular e, além disso, abrir caminhos para impresséo

estruturada de tecidos danificados.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral
e Produzir scaffolds de PCL e PCL/HA com escrita de fibras orientada para
aplicac@o na engenharia do tecido 6sseo utilizando a técnica de eletrofiagdo
adaptada a impressao 3D.
1.1.2 Objetivos especificos
e Adaptar uma impressora 3D para realizar o processo de eletrofiacdo com
escrita de fibras orientada;
e Sintetizar e caracterizar hidroxiapatita nanoestruturada;
e Produzir scaffolds poliméricos de PCL e PCL/HA;
e Caracterizar os scaffolds produzidos.
e Realizar testes mecanicos e de intumescimento nos scaffolds eletrofiados.

e Avaliar a toxicidade dos scaffolds.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O OSSO E A ENGENHARIA DE TECIDO OSSEO
O osso € uma forma especializada de tecido conjuntivo mineralizado altamente

organizado. E um material bioceramico composto por cerca de 50-70% de
constituintes inorganicos (principalmente nano-hidroxiapatita) e cerca de 20-40% de
constituintes organicos (principalmente colageno tipo 1), 5-10% de agua e 3% de
lipidios, e apresenta uma estrutura hierarquica que varia de macro a nano escala [15,
16, 17]. Apesar de seu aspecto inerte, desenvolve diversas fun¢gbes importantes no
organismo como sustentacado, protecdo dos tecidos moles, armazenamento de célcio

e fosfato e acolhimento da medula 6ssea [18].

Em uma macro escala, divide-se em 0sso compacto (a camada externa dura)
€ 0SS0 esponjoso interno ou trabecular (a camada interna esponjosa que contém
medula vermelha) como podemos observar na Figura 1 [19]. O 0SS0 esponjoso
encontra-se principalmente nas extremidades dos 0ssos. A medula 6ssea, por sua
vez, € encontrada no centro da maioria dos 0SS0S e possui muitos vasos sanguineos.
Sao dois os tipos de medula éssea, a vermelha e a amarela. A medula vermelha
apresenta células-tronco sanguineas que podem se tornar glébulos vermelhos,
glébulos brancos ou plaquetas, ja a medula amarela é composta principalmente por

gordura [20].

Em uma micro escala, tém-se as fibras de coldgeno mineralizadas se formando
com arranjos planares (lamelas) e em uma nanoescala essas lamelas consistem em
fibrilas de colageno mineralizadas dispostas em padrées geométricos. Sendo as
fibrilas um conjunto de moléculas de colageno que se formam a partir de trés cadeias
de aminoacidos e nano-HA. O osso compacto, por sua vez, consiste em osteons e

canais de Havers que circundam vasos sanguineos [21,22].
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Figura 1 - Estrutura do 0sso
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O osso apresenta também trés tipos de células em sua composicdo, 0S
osteoblastos mononucleados responsaveis pela formacdo O6ssea, 0s ostedcitos
derivados dos osteoblastos que s&o fundamentais para a desintegracdo da matriz
O0ssea e 0s osteoclastos multinucleados que sdo responsaveis pela sintese de

enzimas lisossdmicas [19].

7

O osso é continuamente renovado pela incidéncia de acgdes conjuntas
realizadas pelas células Osseas, como: reabsor¢cdo Ossea pelos osteoclastos e
formacdo Ossea pelos osteoblastos, enquanto que o0s ostedcitos atuam como
mecanossensores e direcionadores do processo de remodelagdo 0ssea [18,19], mas
existem diversos fatores que impossibilitam a recuperacdo 0ssea completa e, nesse
sentido, ha a necessidade de consolidacdo. Esses fatores podem estar diretamente
relacionados a acidentes (de transito, por exemplo), idade avancada e distarbios

0sseo0s que trazem enormes prejuizos a saude e qualidade de vida das pessoas.
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Anualmente centenas de procedimentos usando enxertos 6sseos ou materiais
substitutos sdo utilizados para tratamento de defeitos, sendo um dos tecidos mais
transplantados em todo o mundo [23], no entanto assim como 0s materiais de enxerto
“padrao ouro” a aplicagao de enxerto dsseo autdégeno também tem seu fornecimento
limitado o que faz a regeneracao 0ssea ser uma area bastante atrativa na engenharia

de tecidos.

Abdhulgani [24] descreve a engenharia de tecidos como o campo da
engenharia que se concentra na regeneragdo dos tecidos danificados atraves do
desenvolvimento de substitutos bioldégicos que restauram suas funcbes. O termo
‘engenharia de tecidos” originou-se em um workshop da National Science Foundation
(NSF) em Granlibakken na Califérnia e foi publicado nos anais do Workshop em 1988
por Skalak. Em 1993 Langer e Vacanti [25] reforcaram esta definicdo e subdividiram
a engenharia de tecidos em trés grupos principais (representados na Figura 2), séo

eles:

I- Implantacdo de células isoladas;

I- introducdo de fatores de crescimento nas células para estimular o
crescimento celular;

I1- e introducao de células sobre ou dentro de diferentes tipos de scaffolds (ou

andaimes) que tém a funcao de mimetizar a matriz extracelular.

Figura 2 - Triade da engenharia de tecidos
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Fonte: A autora (2022).
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Os scaffolds sao suportes que fornecem sustentacdo mecéanica e permitem o
transporte de nutrientes e outras moléculas regulatérias [26,27]. Dessa forma, a
engenharia de tecido 6sseo é a parte da engenharia que se concentra no

desenvolvimento de substitutos bioldgicos aplicados a matriz éssea.

Durante a producdo dos scaffolds, é essencial empregar uma mistura de
materiais que culmine em um suporte estrutural que possa promover uma maior
atividade biolégica. Essa atividade, por sua vez, impulsiona a osteoconducdo (o
crescimento das células 6sseas internamente), a osteointegracdo (a fixacdo estavel
do suporte ao tecido circundante) e a osteoinducdo (o estimulo das células
hospedeiras imaturas para se transformarem em células que contribuem para a

formacéao Ossea [23]).

Atualmente diversos métodos sdo promissores para o desenvolvimento de
materiais aplicados a regeneracdo do tecido Osseo. Dois de destaque sédo: a
eletrofiacdo e a manufatura aditiva (impressao 3D). Esses métodos podem fornecer
as células uma estrutura semelhante ao osso e a porosidade apresentada pelo

material facilita o fornecimento de nutrientes as células.

2.2 ELETROFIACAO

A eletrofiacdo é uma técnica simples, econdmica, flexivel e viavel para
producdo de fibras poliméricas continuas que atraiu amplo interesse cientifico nas
Ultimas décadas devido a sua grande versatilidade e capacidade de fabricar redes
nano e microfibrosas altamente ajustaveis [28]. Essa técnica permite a producdo de
fiboras em malhas ou mantas poliméricas com didmetros que variam de 10nm a 10um
[29].

Membranas nanofibrosas preparadas a partir do processo de eletrofiagéo
possuem propriedades adequadas para aplicacdo na engenharia de tecidos. Duas
dessas propriedades séo: alta area de superficie especifica e forte plasticidade. Além
disso, é possivel a manipulacdo dos componentes da membrana para otimizar suas
propriedades. Reduzir o diametro da fibra de micrometros para nandometros também
€ uma possibilidade para modificacdes significativas e potencializadas da resposta da
fibra [28,30].
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De maneira geral, um sistema de eletrofiacdo € composto por quatro elementos
principais: uma fonte de alta tensédo, uma fieira (seringa com agulha), uma bomba de
seringa e uma base metdlica aterrada, também conhecida por base coletora [31,32].
Na Figura 3 podemos observar a representacdo de um aparato eletrofiagéo

convencional.

Figura 3 - Aparato de eletrofiagéo
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Fonte: A autora (2022).

O processo € relativamente simples e segue as seguintes etapas: inicialmente
os polimeros sdo dissolvidos por completo até formar uma solucdo polimérica e o
fluido polimérico € inserido na seringa. Os terminais elétricos sao ligados na ponta da

agulha e no coletor e por fim, é induzida a diferenca de potencial pela fonte [33].

Quando a solucédo polimérica que esta depositada na ponta do capilar &
submetida ao processo, as cargas injetadas na superficie do liquido sdo atraidas pelo
campo elétrico devido a carga oposta do coletor, criando uma forca oposta a tenséo
superficial [33, 34]. Quando a tensao ultrapassar um valor critico, a forca do campo
superara a tensdo superficial da gota e a repulséo eletroestatica da alta tenséo a
esticara fazendo com que esta perca sua forma esférica e adquira uma forma conica,
sendo esta forma cbnica conhecida como Cone de Taylor [28,35] e esta representada

na Figura 4.
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Figura 4 - Representacéo do jato de eletrofiacédo
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Fonte: A autora (2022).

Além da area referente ao Cone de Taylor o jato de eletrofiacdo é ainda
subdividido em mais trés regifes, sendo elas: a zona de transicdo (local de inicio do
alongamento da solugéo polimérica), o0 segmento estavel linear e a zona de disperséo
(regido onde ha formacéo aleatéria de fibras) [36]. O jato de fibra produzido percorre
a distancia entre a ponta da agulha até o coletor permitindo a evaporacéo do solvente,
gue ocorre rapidamente devido a alta superficie de contato da fibra com o ar,

ocasionando a deposicéo de fibras soélidas [29].

A denominacédo para o Cone de Taylor se deu a partir do estudo da influéncia
do campo elétrico em solucdes viscosas. Geoffrey Ingram Taylor foi quem explicou
como ocorria a formacao do cone na ponta do capilar, ele propds uma equacéo que
descreve a tensao critica (Vc) para obtencdo do cone em uma solu¢cdo submetida a

acao de um campo elétrico (Eq. 1) [37].

V2 =42 (In

L2

2L 3
R 2

) (0,1177yR) (Eq.1)

7

Nesta equacdo a distancia entre os eletrodos é determinada por H, o
comprimento do tubo capilar é determinado por L, o raio do tubo determinado por R e
a tenséao superficial do fluido € determinada por y [37]. Além disso, Taylor explica
gueas fibras s6 poderiam ser formadas se o angulo semivertical do cone fosse de
aproximadamente 49,3°, pois nesta condi¢cdo um jato estavel se formaria sendo capaz

de produzir fibras [37].
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Existem varios fatores que influenciam o processo de eletrofiacdo. S&o esses
fatores classificados como parametros do processo de eletrofiacdo, parametros da
solugcéo e parametros ambientais. Esses parametros incluem a tenséo aplicada pela
fonte, a vazdo da solugcdo, a distancia entre a ponta da agulha e o coletor, a
viscosidade e condutividade da suspensédo polimérica, temperatura de trabalho e
umidade [28,38]. Outro parametro muito importante para criacdo de estruturas
organizadas é a distancia de trabalho, tendo em vista que o jato de eletrofiacdo €
estavel no estdgio inicial do processo como descrito neste topico. A diminuicdo da
distancia de trabalho permite o desenvolvimento de estruturas mais definidas [39].
Dessa forma, para se obter uma melhor compreensédo da técnica € essencial o

entendimento dos efeitos desses parametros no material a ser produzido.
2.2.1 Parametros da solucéo

Trés parametros podem ser destacados quando nos referimos a solugéo
polimérica, sé@o eles: concentracdo polimérica, viscosidade e condutividade da

solucéo.

A concentracao polimérica influencia na viscosidade da solucdo que é um fator
fundamental para a obtencao de fibras eletrofiadas. Também é um fator fundamental
para a previsibilidade da morfologia e do diametro das fibras produzidas, tendo em
vista que o processo de eletrofiacdo baseia-se no alongamento de um jato
unidirecional carregado. O alongamento desse jato &, portanto, afetado de maneira
direta pela variacdo na concentracdo polimérica da solucédo [40,41].

Se a solucdo apresenta uma concentracdo polimérica muito baixa,
consequentemente apresentara uma viscosidade insuficiente para a formacao de
fibras que, por sua vez, ndo ocorrera devido a tenséo aplicada ndo conseguir formar
o cone de Taylor (ndo ha o rompimento da tensao superficial). Ja as solu¢gdes muitos
concentradas apresentam uma maior viscosidade tornando dificil a aplicagdo de uma
tensdo estavel. Aumentar a concentracdo acima do valor critico (concentracdo onde
h& a formacdo de nanofibras uniformes) dificulta o fluxo da solugéo pela ponta da
agulha podendo até ocasionar o entupimento desta e, portanto, a ndo formacéo de
fibras [40,41, 42].

Determina-se a condutividade da solucéo pelas caracteristicas quimicas tanto

do polimero quanto do tipo de solvente e também pela presenca de ions [40]. Esse
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parametro afeta tanto a formagao do cone de Taylor quanto contribui para o diametro
da fibra. Em solucdes que apresentam uma menor condutividade a superficie da gota
ndo apresentara carga para formar o cone de Taylor e dessa forma ndo ocorrera a
eletrofiacdo. Um aumento da condutividade acima de um valor critico ocasionard uma

diminuicdo no diametro da fibra devido ao maior elongamento do jato [5, 41, 43].
2.2.2 Parametros ambientais

A temperatura e a umidade sdo os parametros ambientais que influenciam
diretamente no processo de eletrofiacdo, alterando tanto a morfologia quanto o

diametro da fibra obtida.

O aumento da temperatura resulta em uma alta producédo de fibras de baixo
didametro, pois altera a taxa de evaporacao do solvente diminuindo a viscosidade da
solucao [40,44]. A umidade também altera a taxa de evaporacdo do solvente
ocasionando o aumento da volatilidade o que permite a solidificacdo do jato e a
obstrucdo da agulha e estimula também a geracéo de poros na superficie das fibras
[40,45].

2.2.3 Parametros do processo

S&o trés os parametros que se pode destacar que influenciam diretamente o
processo de eletrofiacdo: a taxa de fluxo, a voltagem aplicada e a distancia de trabalho

(entre a ponta da agulha e a base coletora).

A taxa de fluxo é um parametro crucial no processo de eletrofiagcdo pois
determina a quantidade de solucdo polimérica que sera disponibilizada para a ponta
da agulha. O aumento na taxa de fluxo pode resultar na formacéo de fibras com
morfologias indesejadas, como fibras com nddulos, ou pode também ser usado para
produzir fibras porosas pela ndo vaporizagdo do solvente durante o processo de
eletrofiacdo. Porém se a vazao for inferior a necessaria para producao da fibra, pode

ocorrer o entupimento no interior da agulha [41].

A voltagem aplicada influencia diretamente na morfologia e no diametro do
material. Com o aumento da voltagem ha a reducdo do didmetro das fibras que se
justifica pelo aumento da forca eletroestatica que resulta no alongamento da solucéo

polimérica devido a repulsdo da carga dentro do jato [41].
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Ja a disténcia entre a ponta da agulha e a base coletora desempenha um papel
muito importante na producéo de fibras homogéneas. A distancia € especifica para
cada solucdo polimérica e depende também da temperatura de vaporizacdo do
solvente utilizado, pois este deve evaporar antes da chegada ao coletor. Se essa
distancia for muito pequena pode resultar na formacéao de fibras planas devido a nédo
evaporacao do solvente ocasionando um excesso de umidade; no entanto se a
distancia for muito grande pode resultar no rompimento das fibras, ocasionando uma

morfologia atipica [46].

2.3 ELETROFIACAO DE CAMPO PROXIMO
Como descrito anteriormente electrospinning ou eletrofiacdo € um processo de

fabricacdo que resulta na producdo de fibras micro e nanométricas. Este processo
apresenta potencialidades para producao de scaffolds aplicados a regeneracao do
tecido Osseo pela especificidade do material produzido. Um parametro muito
importante na producdo dessas fibras eletrofiadas, como ja apontado, é a distancia
de fiacdo que resulta em uma morfologia especifica para o andaime fabricado e em

variacées no seu diametro.

Em processos tradicionais de eletrofiacdo, as fibras sé&o depositadas de
maneira “cadtica” na base coletora, o que limita sua aplicacdo em dispositivos que
necessitem de uma estrutura fibrosa mais organizada e/ou padronizada. A fim de se
ter um controle sobre a morfologia do material obtido, desenvolveu-se nos ultimos
anos a eletrofiacdo de campo proximo (em inglés, Near-field electrospinning ou NFES)
gue tem como objetivo principal diminuir a distancia de trabalho ao maximo a fim de
utilizar o segmento linear do jato de eletrofiacdo, expandindo significativamente a

gama de uso das fibras [39].

O objetivo da NFES é realizar a producédo da fibra de forma controlavel com
eletrofiacdo de baixa tenséo. No processo convencional o jato polimérico carregado
flui para longe da gota eletricamente carregada e se move em linha quase reta em um
primeiro estagio, a medida que o alongamento e o afinamento ocorrem esse jato fica
instavel por causa das forcas repulsivas e assim as fibras helicoidais ou onduladas

séo depositadas aleatoriamente no coletor [39, 47,48].

Na abordagem NFES, a instabilidade de flexdo pode ser significativamente

diminuida com a reducao da distancia de fiacdo, de modo que as fibras possam ser
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depositadas com bom controle no estagio de segmento linear. Enquanto isso, o
coletor é colocado em uma plataforma de movimento bidimensional (2D) que é
controlado por um programa de computador para que as fibras com trajetorias
predefinidas possam ser depositadas [39,48].

Ao se combinar o movimento correto entre a fonte da solucéo polimérica e a
base coletora, as fibras produzidas podem ser “escritas”, 0 que permite a construgao
de scaffolds com geometrias especificas que podem ser construidos a partir de
sobreposicdo de camadas, produzindo assim andaimes customizados com
geometrias programadas. Isso permite a producéo de arquiteturas com poros abertos,

fechados ou até mesmo interconectados [49].

Atualmente ja existe um grande progresso na fabricacdo de andaimes
poliméricos processados a partir da eletrofiacdo de campo proximo para aplicacdes
biomédicas. A exemplo, Ren e colaboradores [50] com o objetivo de orientar a
regeneracao do ligamento periodontal realizaram um estudo comparativo do efeito da
nanotopografia na diferenciacao de células-tronco de hPDLSCs em fibras eletrofiadas
aleatdrias e alinhadas. Neste trabalho os autores chegaram a concluséo de que fibras
biodegradaveis alinhadas preparadas via eletrofiacdo de campo préximo guiaram a
orientacdo das hPDLSCs e poporcionaram um melhor microambiente para a
regeneracao do ligamento periodontal, levando em consideragcédo que a expressao de
genes relacionados ao ligamento periodontal foi maior quando o cultivo foi realizado
com fibras alinhadas do que quando cultivadas com fibras aleatérias.

Neste trabalho a eletrofiacdo de campo préximo foi utilizada para produzir
scaffolds com escrita orientada de fibras aplicados a regeneracéo do tecido ésseo.

2.4 IMPRESSAO 3D
A impressao 3D é uma tecnologia disruptiva emergente que esta sendo muito

aplicada no campo da engenharia de tecidos para fabricagdo de novos materiais. Essa
tecnologia visa essencialmente o desenvolvimento de um produto tridimensional a
partir de modelos construidos por softwares. E uma técnica de producdo de materiais
gue estad em rapida expansao, pois fornece uma maior precisdo ao projeto, permite
prototipagem rapida e de baixo custo e, além disso, apresenta metodologia de

customizacgao livre [51, 52].
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Nas ultimas duas décadas a impressédo 3D proporcionou avangos significativos
em diversas areas, dentre elas a industria aeroespacial e de produtos de consumo.
Na é&rea médica, também ja € bastante aplicada principalmente para o
desenvolvimento de implantes que sao utilizados para substituir tecidos defeituosos
ou ausentes [53]. Como nesses casos 0 material produzido precisa necessariamente
ser compativel com os tecidos, os implantes personalizados a partir da impresséao 3D

se tornam uma solucéo viavel para reproducao anatdmica dos pacientes [54].

Com os avancos recorrentes das tecnologias de impressdo 3D um numero
cada vez maior de pesquisadores na area de engenharia de tecidos esta utilizando
dessa tecnologia enquanto ferramenta transformadora nas suas aplicagdes. Diversos
materiais como bioceramicas [55] e polimeros biodegradaveis [56] tém sido utilizados
na impresséo 3D para produzir scaffolds biodegradaveis aplicados a regeneracdo de

tecidos.

Em relacdo a engenharia de tecido 6sseo especificamente, os materiais
produzidos podem ser osteoindutivos (que induzem a diferenciacao de células tronco
em células osteogénicas), osteocondutores (que permitem a “invasao” de células
osteoprogenitoras do leito para o enxerto) ou reabsorviveis (que remodelam 0 0sSso
tanto pela dissolucao da estrutura 6ssea quanto pela formacdo 6ssea) e as formas
podem ser personalizadas para adequacgao aos defeitos [57].

Existe uma série de modelos de impressoras 3D atualmente no mercado e cada
tecnologia tem suas peculiaridades, mas todas basicamente seguem o0 mesmo
principio: a criacdo de um modelo fisico a partir de um modelo digital que € construido
de forma aditiva, camada por camada.

Dentre os diferentes processos de impressao 3D acessiveis, 0 método FDM
(Fused Deposition Modeling ou modelagem de deposicao fundida) € o mais utilizado
mundialmente devido sua simplicidade, menor custo e flexibilidade. O processo FDM
utiliza filamentos termoplasticos como insumos que sao alimentados no bico de
impressao [58, 59].

O processo tem inicio com o filamento geralmente disposto em um rolo sendo
empurrado para uma cabeca de aquecimento. A linha do filamento passa por um
sistema baseado em motores de passo sendo guiada até o bico de impressao. Neste
contato o filamento é derretido e extrusado e, em seguida, deposita-se em camadas

finas e regulares sobre um leito (Figura 5). Tanto o leito quanto a cabeca de
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aguecimento apresentam movimentagdo nos trés eixos durante o processo de
extrusdo o que permite a justaposicao das camadas com grande precisdo. Uma vez
resfriado, 0 objeto se beneficia da dureza dos plasticos e pode ser retirado do leito
[58,60,61].

Figura 5 - Representacao esquematica de modelagem de deposicao fundida

— Filamento

Extrusora

wr.Blco aquecido

—p L eito de impressao

Fonte: A autora (2022).

A manufatura aditiva acoplada a eletrofiagdo de campo préximo se torna um

método promissor para o desenvolvimento de materiais com estruturas bem definidas.

2.5 HIDROXIAPATITA

A hidroxiapatita biolégica € o principal constituinte inorganico dos 0ssos e
dentes em mamiferos. Trata-se de um fosfato de célcio hidratado que apresenta maior
solidez do grupo mineral das apatitas. Tem a seguinte férmula quimica:
Cal0(PO4)6(OH)2. Sua configuracdo molecular consiste em 40% Ca, 18,5% P e
3,38%0H em peso, e razdo Ca/P de aproximadamente 1,67. Sua estrutura cristaliza-
se no sistema hexagonal com grupo espacial P63/m (Fig. 6) e valores de parametros
de rede igual a: a = 9,432A e ¢ =6,881A [62,63].
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Figura 6 - Estrutura cristalina da hidroxiapatita em uma célula unitaria

Fonte: (AWASTHI, 2020).

De maneira geral, o termo Apatita designa os minerais cristalinos que
apresentam composicdo genérica Mg(Z0,)sX,. Sua estrutura quimica comporta
muitas substituicdes, portanto, este termo define a estrutura e ndo a composic¢éo do
material [64,65,66]. Por apresentar uma excelente afinidade com substancias
biolégicas, € largamente utilizada em tratamentos que envolvem o tecido 6sseo e pode
ser definida como uma substancia de origem natural ou sintética [67, 68].

A hidroxiapatita sintética apresenta excelentes propriedades de
biocompatibilidade e osteointegracéo (que se refere a unido estavel entre o 0sso e a
superficie da hidroxiapatita) [69], a juncdo de suas propriedades juntamente com sua
alta capacidade de adsorver e/ou absorver moléculas fazem com que seja muito

aplicada em tratamento de regeneracao 6ssea.

Por apresentar uma grande similaridade com a fase cristalina dos tecidos
0sseos, a hidroxiapatita induz o crescimento na regido em que se encontra. Esta
inducdo denomina-se osteoconducédo [63]. A regeneracdo deste tecido também é
induzida pela hidroxiapatita, pois sua superficie permite interacdes do tipo dipolo,
fazendo com que as moléculas de agua, proteinas e colageno sejam adsorvidas em
sua superficie. Isso permite a ocorréncia de uma forte ligacdo estabelecida entre a
hidroxiapatita e o tecido 6sseo na sua superficie sob condi¢des in vivo [70]. Devido a
grande semelhanca entre a hidroxiapatita sintética e a fase cristalina do tecido 0sseo,
proliferacdo de osteoblastos e outras células Osseas sdo permitidas [71]. A
hidroxiapatita tem sido amplamente utilizada em aplica¢des clinicas, ortopédicas e

odontologicas [15].
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2.6 POLI(E-CAPROLACTONA)
A regeneracao de tecido 6sseo requisita novos materiais de sustento de carga

gue sejam biocompativeis e que possibilitem a adeséo, proliferacdo, diferenciacao e
maturacdo de células formadoras de ossos [8] e nesse sentido o0 poli(E-caprolactona)

ou apenas policaprolactona (PCL) apresenta muitas vantagens.

O PCL trata-se de um polimero sintético, biodegradavel, biocompativel,
semicristalino e que apresenta uma estrutura flexivel e alta hidrofobicidade. Este
polimero pode ser obtido através da polimerizacdo por abertura de anel da €-
caprolactona como ilustra a Figura 7 ou por policondensacdo do acido 6-
hidroxicaproico. Seu ponto de ebulicdo estd determinado entre 55 e 60°C e sua
temperatura de transicdo vitrea (Tg) é de aproximadamente -60°C. E soluvel a

temperatura ambiente em diversos solventes organicos [72,73,74].

Figura 7- Polimerizacao por abertura do anel da €-caprolactona formando o PCL

0
0
I

Catalizador + calor
- O—f CH )—C
\JO i 2 5
n

&- caprolactona

Policaprolactona

Fonte: A autora (2022).

Apresenta a seguinte unidade monomeérica (Figura 8):

Figura 8 - Unidade monomeérica da poli(€-caprolactona)

T

\\/\/\/\O//

| — N

Fonte: A autora (2022).

Sua boa solubilidade em varios solventes organicos, bem como a possibilidade
de encapsulamento de diversos farmacos permitiram que este fosse aprovado pela
Food and Drug Administration (FDA) (6rgdo governamental dos Estados Unidos
responsavel pelo controle de alimentos, medicamentos, materiais biologicos, etc.) e

assim utilizado clinicamente em sistemas de liberacdo controlada desde a década de
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1980 [75]. Por sua vasta disponibilidade em diversos pesos moleculares e pela
possibilidade de interacdo com diferentes tipos celulares tem sido amplamente
utilizado na engenharia de tecidos. Por apresentar lenta degradacdo e alta
hidrofobicidade o PCL é geralmente combinado com materiais ceramicos, como a

hidroxiapatita, para ajuste dessa propriedade visando aplicacao especifica [76].

Vérios compasitos, fibras e blendas de policaprolactona tém sido fabricados e
aplicados a engenharia de tecido 0sseo demonstrando ser um material muito
promissor. A exemplo, Park e colaboradores [77] utilizaram o polimero
policaprolactona associado ao 6xido de grafeno para producdo de um material que
promovesse a capacidade de diferenciagdo osteogénica. Neste trabalho, os autores
imprimiram scaffolds 3D do polimero relatado e revestiram o material com 6xido de
grafeno confirmando que a metodologia utilizada poderia ser usada para promover a
proliferacdo celular e a diferenciacdo osteogénica devido as respostas de adesédo e

proliferacéo de células-tronco do ligamento periodontal (PDLSCs) nesse material.

Da mesma maneira, WU e colaboradores [78] desenvolveram scaffolds
tridimensionais impressos a partir de silicato de célcio (CS), policaprolactona (PCL) e
ECM decelularizada (dECM), resultando em uma promissora estratégia para o
melhoramento da osteogénese a partir da criacdo de um ambiente osteoindutor. Neste
trabalho, os andaimens de CS/PCL foram revestidos com dECM e seu desempenho
biolégico foi estudado, resultando em um material que apresenta excelente
biocompatibilidade e efetivamente aumenta a adesao celular, proliferacdo e
diferenciacéo de células-tronco mesenquimais humanas, aumentando a expresséao de
genes relacionados a osteogénese. A andlise histoldégica de experimentos in vivo
também apresentou excelentes capacidades regenerativas 6sseas do andaime

revestido.

33



34

3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
Uma visao geral das etapas empregadas no desenvolvimento deste trabalho

pode ser visualizada no fluxograma da Figura 9.

Figura 9 - Etapas de desenvolvimento do trabalho
ADAPTACAO DA IMPRESSORA 3D SINTESE DA HIDROXIAPATITA

caracterizacdo

FTIR, DRX, MEV e TGA

ELETROFIACAO DAS DIFERENTES SOLUGOES POLIMERICAS

PRODUCAO DOS SCAFFOLDS ELETROFIADOS

caracterizacdo

FTIR, MEV-EDS, MICROSCOPIA ~ TESTE IN VITRO
. TESTE MECANICO
OPTICA e TGA (citotoxicidade)

Fonte: A autora (2022).

3.1 MATERIAIS

Os reagentes e solventes utilizados no desenvolvimento deste trabalho estéo
descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Reagentes/solventes utilizados no desenvolvimento do trabalho

Reagentes/Solventes Formula Densidade Mn/M Fabricante
molecular (25°C)

Sulfato de célcio CaS0,4.1/2H,0 2,73 g/mL 145,15 Sigma
hemihidratado g/mol Aldrich®
Fosfato de amonio NH,H,PO, 1,80 g/mL 115,03 Dinamica®

monobasico g/mol
Hidréxido de amdnio NH,OH 0,90 g/mL 35,05 Sigma
g/mol Aldrich®
Pellets de poli(e- (CeH100O5)N 1,145 g/mL 80,000 Sigma
caprolactona) Aldrich®
Dicloro metano (CH,CI,) 1,33g/mL 84,93 g/mol Neon
Comercial®

Fonte: A autora (2022).



Todos os reagentes foram utilizados como recebidos do fabricante, sem etapas

prévias de purificacao.

3.2 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados para o processo de obtencao da hidroxiapatita e

dos scaffolds poliméricos, suas sinteses, caracterizacdes e andlises posteriores

seguem listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Equipamentos utilizados no desenvolvimento do trabalho

Equipamentos Marca Modelo
Agitador magneético FISATOM 753 A
Analisador termogravimétrico SHIMADZU DTG-60H
Balanca semianalitica SHIMADZU AUY 220
Bomba de seringa NEW ERA NE1010
Bomba de vacuo FISATOM 820
Banho ultrassonico ELMASONIC EASY
Difratbmetro de raios-x RIGAKU SMARTLAB
Espectrofotdmetro (FTIR) BRUKER IFS66
Estufa QUIMIS Q317M
Forno Mufla EDG F3000 10P
CL1 (BLACK
Impressora 3D CLIEVER EDITION)
Maquina universal de ensaios EMIC DL 10000
MEV com acoplamento EDS TESCAN MIRA 3
Microscopio optico MOTIC SMZ-161-TLED
trinocular
Phmetro digital QUIMIS Q400AS

Fonte: A autora (2022).

3.3 SINTESE DA HIDROXIAPATITA NANOESTRUTURADA (nHA)
A hidroxiapatita foi sintetizada via precipitacdo quimica. Sendo assim, a
metodologia adaptada de KOUTSOPOULOS [79] e proposta por BARBOSA [80] foi a

utilizada. A sintese ocorreu a partir dos reagentes sulfato de calcio hemihidratado
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(CasS0,.1/2 H,0), fosfato de amobnio dibasico ((NH,4),HPO,)) e hidréxido de ambnio
(NH40H), todos de grau analitico. Foi realizada, portanto, a mistura de reagentes

fonte de calcio e fosforo mantendo uma razdo molar de Ca/P de 1,67.

Inicialmente 500 mL de uma solucéo de sulfato de céalcio hemihidratado (0,1
mol/L) foi posta em agitacdo mecanica e seguiu assim durante todas as etapas da
sintese. O pH inicial da solucao foi definido como sendo 6,0 e elevado até 10 através
de adi¢cbes sucessivas de aliquotas de uma solucdo de hidréxido de aménio (3,0
mol/L). Em seguida, 500 mL de uma solucdo de fosfato de aménio dibasico (0,06
mol/L) foi adicionada ao sistema com uma velocidade de incorporacdo de 20

mL/minuto.

Durante o processo, o pH foi controlado e ajustado para faixa de 10 atraves do
gotejamento da solucao de hidroxido de aménio. Apds adicao dos reagentes o sistema
permaneceu sob agitacao vigorosa continua a 25°C durante o periodo de 1 hora para
homogeneizagédo da mistura. Um precipitado de coloragéo esbranquicada foi formado
e, em seguida, foi envelhecido por 2 dias para formacdo da hidroxiapatita. A
hidroxiapatita sintetizada foi filtrada a vacuo e lavada com agua ultrapura até atingir
pH 7.

Em seguida, foi submetida ao processo de secagem em estufa a 90°C (para
remocado de tracos do solvente) por 24 horas e calcinadas em estufa de ar quente
durante 2 horas a 900°C. Para confirmar a formacgé&o da hidroxiapatita, Espectroscopia
de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV) e Difracdo de Raio-X (DRX) foram registrados. A Figura 10
apresenta um modelo esquematico das etapas experimentas para a sintese da

hidroxiapatita.
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Figura 10 - Etapas experimentais para a sintese da hidroxiapatita

(NH.):HPO, NH.OH

~

Agitagao
£ Q‘ Repouso

Secagem 90°C

E 24 horas

Filtragdo e \_/

lavagem
Calcinagao 900 °C

8 2 horas

Fonte: A autora (2022).

3.4 PREPARO DAS SOLUCOES
A obtencgéo dos scaffolds eletrofiados de PCL e PCL/HA concretizou-se ap0s

uma série de testes para definicdo dos parametros ideias de producdo desse material.
Algumas variaveis otimizadas foram: distancia da ponta da agulha de eletrofiacao para
o coletor, voltagem aplicada e viscosidade da solugéao.

3.4.1 Solubilizacédo do PCL
Para preparo dos scaffolds eletrofiados foram produzidas solu¢des de PCL
8,4% (m/v) em diclorometano. A mistura foi posta em agitacdo por um periodo de 3

horas a temperatura ambiente e, em seguida, eletrofiada.

3.4.2 Preparo da solucéao de PCL/HA

Para a producao das solucdes de PCL/HA, a hidroxiapatita foi inicialmente
dispersa em diclorometano. Essa dispersao foi realizada através de um aparelho de
banho ultrassom com frequéncia ultrassbnica de 50/60 Hz, por um tempo de 60
minutos. Em seguida, essa suspensao foi combinada ao polimero de tal forma que a
porcentagem em massa do polimero compreendida na mistura fosse de 8,4% em
relacdo ao volume do solvente. As suspensdes compreendiam 5 e 10% de HA em

relacdo a massa do polimero (porcentagem definida apés amplos testes



experimentais). As misturas foram postas em agitacdo vigorosa por 4 horas a
temperatura ambiente. Dessa forma, duas solucdes diferentes foram produzidas, uma
contendo PCL e HA na proporcdo massica 95:5, e uma segunda na proporcao
massica de 90:10. Uma representacdo esquematica esta apresentada na Figura 11.

Figura 11 - Representacéo esquematica do preparo das solu¢des de PCL/HA
Hidroxiapaiitqrdispersa

Polimero

60 min (50/60 Hz)

Agitagdo por 4 horas

Fonte: A autora (2022)

3.5 ADAPTACAO DA IMPRESSORA 3D PARA O SISTEMA DE ELETROFIACAO

Neste topico serdo descritos os procedimentos realizados para construcdo de
um sistema de eletrofiacdo a curta distancia adaptado a uma impressora 3D a fim de
se produzir scaffolds eletrofiados com escrita de fibras orientada. A impressora
utilizada foi a 3D da marca Cliever, modelo CL-1 Black Edition (Fig. 12) que se trata
de uma impressora baseada no método de deposicao fundida, ou seja, produz a

estrutura a partir de filamento polimérico fundido.

Figura 12 - Impressora 3D Cliever (CL-1 Black Edition) e seus principais componentes

"Cabega" de impressao

» Extrusor

Base aquecedora

Wcliever » [—_—1t- Painel de controle

Fonte: Adaptado (Manual-da-sua-impressora-3d-cliever-cl1-black-edition.html, 2019).
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Originalmente a impressora 3D Cliever (CL-1 Black Edition) apresenta a
seguinte composicao principal: uma “cabeg¢a” de impressédo, uma base aquecedora
(localizada sob a mesa de vidro utilizada para a deposi¢cao do material impresso), um
extrusor e um painel de controle [81]. As primeiras adaptacOes realizadas na
impressora resultaram na retirada da base aquecedora e da “cabeca” de impresséao,
responsaveis por aquecer e injetar o flamento respectivamente. Justifica-se essa
retirada pela existéncia de termistores do tipo NTC (Negative temperature coeficient)
nesses componentes, responsaveis por enviar para a placa controladora (CPU do

equipamento) o sinal correspondente a temperatura daguele bloco.

Os NTC’s sao termistores de coeficiente negativo, ou seja, apresentam
diminuicdo da resisténcia 6hmica com o aumento da temperatura, permitindo a
circulacao de corrente, e, consequentemente, produzindo um maior aguecimento,
representando assim a capacidade das ceramicas de NTC de dissiparem poténcia
[82].

O software responsavel por enviar os comandos a impressora analisa as
temperaturas tanto da base aquecedora quanto da “cabecga de impressao” (também
chamada de bico de impressao) e, ao se atingir os valores definidos pelo usuério para
a fusdo do filamento este aciona os motores e 0 processo de impressao tem inicio
[81]. Neste trabalho, solu¢des poliméricas sdo utilizadas para producao dos scaffolds
fazendo com que o aguecimento ndo seja necessario ja que filamentos ndo séo

manipulados.

Para que a impressora funcione sem aquecimento os NTC’s foram substituidos
por resistores fixos que tém func¢éo limitadora do fluxo de corrente elétrica que por ele
passa, tendo essa limitacdo a denominacdo de resisténcia. Resistores fixos

apresentam valor de resisténcia em dois terminais [83].

Essa alteracdo permite que o processo de eletrofiacdo inicie a temperatura
ambiente, pois esta serd a definida como adequada para inicio da producdo dos
scaffolds. Apds esta modificacdo, tanto a base aquecedora, quanto a “cabeca de
impressao” foram retiradas. A base aquecedora foi substituida por uma placa de
circuito impresso de fibra de vidro virgem nas mesmas dimensdes com seu lado

cobreado voltado para cima como apresenta a Figura 13. Esta placa foi ligada ao
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eletrodo negativo da fonte de alta-tenséao utilizada nos sistemas convencionais de

eletrofiacéo.

S cliever

Fonte: A autora (2022).
Apos a realizacdo da retirada da “cabecga de impressao”, um suporte para a
recepcdo da seringa, da mangueira de pressédo e do eletrodo positivo (advindo da
fonte de alta-tens&o) foi construido. Na Figura 14 observa-se a substituicdo realizada.

Figura 14 - Adaptacao da impressora: (a) cabega de impressao a ser substituida; (b) novo suporte
instalado para recepc¢do da seringa, da mangueira de presséo e do eletrodo positivo

"

de pressao

]

| ]j ,[ Mangueira

Eletrodo
positivo

Cabeca de
impressao

A mangueira de pressdo pneumatica que apresenta um diametro de 4 mm é

Fonte: A autora (2022).

responsavel por injetar pressao de ar no pistdo de bronze (Fig. 14) fazendo com que

a solucéo polimérica seja lentamente impulsionada e tenha a vazéo efetivada para a
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ponta da agulha. Essa injecao € induzida pela bomba de infusdo também denominada
de bomba de seringa. Os pistdes de bronze foram construidos para que, quando
acoplados a seringa, permitam a passagem da presséo de ar.

A Figura 15 apresenta os pistdes de bronze construidos para adaptar-se as

seringas com os respectivos volumes: 1,5 e 10 mL.

Figura 15 - Pistdes de bronze

*

O sistema final adaptado pode ser observado na Figura 16.

Fonte: A aufora (2022)

Figura 16 - Sistema de eletrofiacdo apds adaptagbes da impressora 3D

Impressora
/ adaptada

Fonte de
7" altatensdo

=i - -
5
e e

Bomba de seringa

Fonte: A autora (2022).

3.6 ELETROFIACAO DOS SCAFFOLDS
3.6.1 Scaffolds de PCL e PCL/HA

Para a eletrofiacdo dos scaffolds de PCL e PCL/HA, 3 mL de cada uma das
solucdes poliméricas foram postas em uma seringa plastica com agulha metélica de
22G e diametro interno de 0,5 um com ponta romba. A distancia percorrida pela

solucéo entre a ponta da agulha até a base coletora foi de 10 mm e as amostras foram
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coletadas ap6s 14 minutos de eletrofiacdo. Variou-se a voltagem, a concentracdo de
HA e a vazdo para cada sistema. As faixas das condi¢cdes trabalhadas foram

registradas na Tabela 3.

Tabela 3 - Condicdes experimentais para producéo dos scaffolds eletrofiados

Solucdo Voltagem Distancia Vazéao Concentracdo Concentracéo
(kV) (mm) (mL/h) PCL (% m/v) HA (% m/m)
PCL 3,75 10 0,5 8,4 -
PCL/HA 3,85 10 0,5 8,4 5
PCL/HA 3,90 10 0,5 8,4 10

Fonte: A autora (2022).

3.7 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

3.7.1 Microscopia Eletronica de Varredura com acoplamento EDS (MEV-EDS)
Para as analises morfolégicas dos materiais produzidos bem como sua

composicdo foi utilizado o microscépio eletronico de varredura (MEV) com o
acoplamento EDS (detector de energia dispersiva). As amostras foram fixadas em
fitas de carbono que estavam sobrepostas em stubs de aluminio e, em seguida,
metalizadas com uma fina camada de ouro (aproximadamente 10 nm). Os diametros
das fibras que formam o scaffold foram medidos através do tratamento da imagem
utilizando o software Image J. Para determinar o diametro médio das fibras foram

tomadas 200 medidas de cada amostra.

3.7.2 Microscopia Optica
Para visualizacdo e avaliacdo do caminho definido das fibras a partir da escrita

orientada a microscopia optica foi adotada.

3.7.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
Os espectros de absorcao no infravermelho da hidroxiapatita e dos scaffolds

eletrofiados foram obtidos por meio das amostras em estado sélido, na forma de
pastilhas diluidas em brometo de potassio (KBr). Um espectrofotbmetro com

transformada de Fourier foi utilizado e as analises foram conduzidas a temperatura

ambiente na faixa de 4000-400 cm™1.



3.7.4 Difragéo de Raio-X (DRX)
Para estudo das fases cristalinas das nanoparticulas de hidroxiapatita, a

técnica de Difracdo de Raio-X foi selecionada. Os dados foram coletados a
temperatura ambiente, sistema 68-26 com varredura angular variando de 04° a 60°,

com um tamanho de passo de 0,02° e uma velocidade de varredura de 4°/min.

3.7.5 Andlise Termogravimétrica (TGA)
O comportamento térmico de degradacdo dos materiais produzidos foi

analisado por termogravimetria. A temperatura de andlise para a hidroxiapatita foi de
25 — 700°C, com taxa de aquecimento de 10°C/min sob atmosfera de ar sintético e
fluxo de gas de 100 mL/min. Para os scaffolds eletrofiados a temperatura de andlise
foi de 25-600°C, com taxa de aquecimento de 10°C/min, também sob atmosfera de ar
sintético e fluxo de gas de 100 mL/min. Para observagdo, as amostras foram

acondicionadas em suportes de platina.

3.7.6 Grau de Intumescimento (Gl)
Para analise do grau de intumescimento dos scaffolds eletrofiados foram

utilizadas amostras com dimensdes de 10mm x 10mm em triplicata para cada
categoria. Os scaffolds foram submersos em 20 mL da solugéo tampao fosfato-salino
(PBS) pelos tempos determinados de 0,5h, 1h, 3h, 6h,12, 24h e 48h, sendo mantido
0 repouso em temperatura ambiente. No inicio da andlise tomou-se nota das massas
iniciais das amostras secas, sendo a massa obtida através da pesagem em balanca
analitica. Nos tempos determinados as amostras foram retiradas da solucéo tampéo
e 0 excesso da solucdo removido com papel absorvedor. A capacidade de absorcdo
pelos scaffolds quantificada pelo grau de intumescimento (Gl) foi calculada utilizando
a seguinte equacao [84]:

(Mf — Mi)
= ——x
Mi

GI 100 (Eq.2)

Onde Mf é a massa da amostra apos periodo de imersdo e Mi € massa da

amostra seca inicial.

3.7.7 Ensaio Mecanico
Para analisar as propriedades mecénicas dos scaffolds foram realizados testes

de tracdo, deformando a amostra até sua fratura a partir da aplicacdo de uma carga

crescente uniaxial. O ensaio de tracéo foi realizado em um equipamento universal de
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ensaios EMIC modelo DL 10000 utilizando o modo tensé&o de filme. Os testes foram
realizados a temperatura ambiente utilizando corpos de provas com as seguintes
dimensbes: 20 mm x 20 mm e espessura média de 0,5 mm. Os testes foram realizados
com uma taxa de forca de 5 N/min. Trés corpos de prova de cada amostra foram
testados. Foi possivel obter curvas de tensdo-deformacdo para cada material

representando o comportamento da amostra sob tracéo.

A dimensao final das amostras para a realizacdo do teste, depois de presas

nas garras, foi de 16 mm x 20 mm (Figura 17).
Figura 17 - Representacéo das dimensdes do corpo de prova

— Area presa na garra

20 mm
wwgl|

—» Area presa na garra

Fonte: A autora (2022).

3.7.8 Cultura Celular
Células Vero foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% (p/v) de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich)
em placas de 12 pocos, sendo mantidas em incubadora a 37°C com 5% de diéxido de
carbono (COz). Culturas de células (10° células/poco) foram usadas para ensaios

subsequentes.

3.7.9 Ensaio de Citotoxicidade
Para aferir a qualidade dos scaffolds enquanto suporte ao metabolismo celular

foram realizados testes de citotoxicidade dos materiais produzidos. Para esse teste,
amostras de 0,5 mm de espessura foram cortadas em forma de circulos e esterilizadas
por radiagéo ultravioleta (UV). Para o tratamento por UV, cada lado da membrana foi
exposto a essa radiacdo por 30 minutos. Em seguida, as amostras foram postas em
placas de 12 pocos com 35 mm de diametro para realizacéo do teste em triplicata para

cada grupo de scaffold e teve as células sem scaffolds como grupo de controle.
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O protocolo MTT foi realizado em scaffolds eletrofiados. Neste ensaio, o anel
tetrazdlio do composto soluvel em agua brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio quando em contato com células viaveis é clivado e produz cristais de
formazan roxos que sao insoliveis em solugbes aquosas. Esses cristais sao
consequentemente dissolvidos em solucdo de solubilizacdo MTT [M-8910]. A
guantidade de células viaveis €, portanto, determinada a partir da solucao resultante
medida espectrofotometricamente. Todas as medidas foram repetidas com 3

amostras para todos os scaffolds e seus valores médios foram utilizados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos serdo apresentados nesse tdpico. Os resultados estao
apresentados na seguinte ordem: caracterizacbes das nhanoparticulas de
hidroxiapatita, producao e caracterizacdo de scaffolds de PCL e PCL/HA e, por fim,

os resultados referentes aos testes de intumescimento, mecanico e in vitro realizados.

4.1 NANOPARTICULAS DE HIDROXIAPATITA

4.1.1 Caracterizacéo fisica e quimica
A hidroxiapatita foi inicialmente caracterizada a partir da analise dos momentos

vibracionais dos grupos funcionais obtidos através do espectro FTIR da amostra. Na
Figura 18 é possivel observar o espectro do po de HA apds o tratamento térmico a
900°C.

Observa-se uma banda caracteristica de absorcdo da HA em 3572 cmL

atribuida a Y5 estiramento O-H de hidroxila. Apresenta também banda de absorcéo
em 1047 cm™ para Y3 estiramento assimétrico de PO43_ e em 962 cm™ para Y1
estiramento simétrico PO43_. As bandas de absor¢ao com vibrac6es em 602 e 569 cm’
! s&0 correspondentes a Y4 deformacdo O-P-O em PO43_ ou Y4 deformagédo O-P-O

2.
em HPO, [85,86].
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Figura 18 - Espectro FTIR para a hidroxiapatita calcinada a 900°C
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Fonte: A autora (2022).

A Tabela 4 apresenta as principais bandas de absorcdo para a HA e seus
respectivos grupos funcionais definidos a partir do espectro de FTIR da Figura 18.

Tabela 4 - AtribuicBes das frequéncias vibracionais observadas no espectro de FTIR da HA

Atribuicdes Frequéncias vibracionais cm
Y5 estiramento O-H de hidroxila 3572
Y3 estiramento assimétrico PO,> 1047
Y1 estiramento simétrico em PO,* 962
V4  deformacéo O-P-O em PO,* ou V4 569,602

2-
deformacgéo O-P-O em HPO,

Fonte: A autora (2022).
A Difracdo de Raios-X foi empregada para avaliar a estrutura cristalina do

material. O ensaio de DRX do p6 de hidroxiapatita que foi tratado a 900°C pode ser
visualizado na Figura 19.
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_ Figura 19 - Difratograma de raios-X da HA calcinada a 900°C
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Fonte: A autora (2022).

Os picos de difracdo foram comparados com as fichas de referéncia da base
de dados ICSD. A formacédo da hidroxiapatita com estrutura cristalina hexagonal
[Ca10(PO4)6(OH)2] com grupo espacial P63/m foi verificada estando em
conformidade com o padrao ICSD 16742. Conforme indicado na Figura 19 as
principais linhas caracteristicas de hidroxiapatita (ICSD 16742) se sobrepdem bem
aos picos de difracdo do material sintetizado; além disso, 0s picos representativos de
Tricalcio Fosfato (TCP), Ca3(P04)2, com sistema cristalino romboédrico e grupo

espacial R3c (ICSD 6191) também estavam presentes em 26 = 31,0°.

O TCP também é um biomaterial e sua presenca pode ser justificada pela

decomposicédo térmica da hidroxiapatita durante a calcinagéo [87].

A morfologia da HA foi analisada através da Microscopia Eletrbnica de
Varredura. Verifica-se, portanto, aglomerados de particulas nanométricas com
distribuicdo uniforme e morfologia esférica ndo acentuada (Fig. 20). Além de
possibilitar uma visualizacao e analise de distribuicdo de tamanhos, dispersao e forma
das particulas as imagens de MEV foram utilizadas para obtencdo do tamanho médio
das particulas como podemos observar na Figura 21. O estudo estatistico do tamanho
médio e da distribuicdo de tamanho das particulas foi realizado através do programa

computacional gratuito Image J.
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Figura 20 - Micrografia obtida por microscopia eletrdnica de varredura para HA: (a) magnificagdo 100
kx; (b) magnifi9agéo 200 kx
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Fonte: A autora (2022).

Através do estudo estatistico determinou-se um tamanho médio de 166 nm

para as particulas de HA com um desvio padrao para analise de + 54 nm.

Figura 21 - Histograma de distribuicdo por tamanho de particula para a hidroxiapatita
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Fonte: A autora (2022).

O comportamento térmico da hidroxiapatita foi avaliado através da sua perda
de massa na analise termogravimétrica (TGA). Esse comportamento esta

representado na Figura 22.
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Figura 22 - Curva TG da hidroxiapatita
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Fonte: A autora (2022)

A hidroxiapatita apresenta um comportamento que pode ser considerado
termicamente estavel apresentando trés eventos com perda minima de massa, sdo
eles: um primeiro evento que ocorre um pouco depois de 40°C e termina proximo a
190°C com diminuicdo de 0,80% em massa e pode ser atribuida a perda de agua
adsorvida fisicamente na superficie do material; 0 segundo evento inicia proximo a
190°C e tem término proximo a 375°C com perda de 0,46% e associa-se a perda de
agua reticular com liberacdo de energia; e um terceiro evento que aparece entre
375°C e 600°C podendo ser justificado pela reacdo de duas moléculas de
monohidrogenofosfato de célcio levando a formacgéo de pirofosfato e agua [9].

Diversos trabalhos j& demonstraram o comportamento termicamente estavel da
hidroxiapatita. A exemplo, Szustakiewicz et al. [88] que atribuiram um valor de 3% de
perda de massa para hidroxiapatia pura sintetizada pelo método de coprecipitacdo em
um intervalo de temperatura para analise de até 550°C. Outro exemplo é a pesquisa
realizada por Ghedjemis et al. [89] que também observaram trés eventos de perda de
massa para hidroxiapatita obtida a partir de osso de bovino e de dromedario.
Totalizando 5,9% de perda de massa para a hidroxiapatita obtida do osso do
dromedario e 5,8 do osso bovino, em uma temperatura de analise de até 1.500°C.
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Confirmando que o material sintetizado neste trabalho apresenta propriedades

comuns aqueles ja apresentados na literatura.

4.2 SCAFFOLDS DE PCL e PCL/HA
Trés tipos de scaffolds foram produzidos e caracterizados. Um composto

apenas pelo polimero poli(€-caprolactona), o segundo composto por poli(€E-
caprolactona) e hidroxiapatita com uma razdo em massa de 5% de hidroxiapatita e o
terceiro composto por poli(€-caprolactona) e hidroxiapatita com uma razao em massa
de 10% de hidroxiapatita sendo as raz6es em massa definidas a partir da massa do
polimero. A fins de tratamento de resultados o segundo e o terceiro scaffolds serédo

aqui apresentados com a seguinte descricdo respectivamente: PCL/HA5 e PCL/HA10.

4.2.1 Obtencéo de scaffolds eletrofiados

Através da tecnologia de eletrofiagdo adaptada a uma impressora 3D fez-se

possivel a obtencdo de scaffolds eletrofiados com escrita de fibras orientada.

Podemos visualizar exemplos dos materiais produzidos na Figura 23.

Figura 23 - Scaffolds produzidos com escrita orientada de fibras: (a) PCL; (b)PCL/HAS5; (c)PCL/HA10.

Fonte: A autora (2022).

4.2.2 Caracterizacdo fisica e quimica
Para comprovagdo do comportamento da fibra produzida a partir da escrita

orientada com alinhamento pré-definido foi utilizada a microscopia 6ptica. As imagens

produzidas estédo apresentadas na Figura 24 (a e b).



Fonte: A autora (2022).

Exemplos do caminho definido pela escrita orientada estdo demonstrados nas

Figuras 25 e 26 que foram obtidas por Microscopia Eletrdnica de Varredura.

Figura 25 - Imagens de MEV para escrita orientada de fibras com perfil em xadrez: (a) magnificacdo
100 kx; (b) magnificagdo 200 kx
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Fonte: A autora (2022).

A Figura 25 (a e b) apresenta o desenvolvimento de um perfil em xadrez para
as fibras eletrofiadas comprovando que é possivel um controle da escrita a partir de
um desenho pré-definido.

A Figura 26 (a e b) apresenta o desenvolvimento de um perfil retilinio. Apesar
de seguir um caminho linear bem estruturado, as fibras produzidas, quando

depositadas, apresentam comportamento aleatorio.
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Figura 26 - Imagens de MEV para escrita orientada de fibras com perfil retilineo: (a) magnificagédo
200kx; (b) magnificagao 500 kx
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Fonte: A autora (2022).

View field: 1.11 mm Det: SE Performance in nanospace

A partir das imagens (Fig. 25 e 26) é possivel afirmar que o caminho da escrita
de fibras é bem controlado a partir de um comando ordenado permitindo que seja
possivel a producdo de estruturas definidas. Embora estas apresentem um perfil
microscoépico aleatdrio quando depositadas, fica claro que seu caminho de deposicéo

segue o comando pré-definido.

A microscopia eletrbnica de varredura também foi utilizada para analise
morfolégica dos scaffolds produzidos. As imagens de MEV revelaram fibras com
estrutura porosa e bem definidas no material eletrofiado. Nos scaffolds de PCL sem
hidroxiapatita observa-se pequenas aglomeracdes sobre as fibras que podem ser
resultantes de contas indesejaveis no momento da eletrofiacdo. O histograma do
didmetro da fibra revelou que este variou entre 1 e 10 um e a média de diametro foi
de 2,5 um com um desvio padrao de + 0,99 um. Podemos observar essas informacdes
na Figura 27 (a,b e c).

Figura 27 - Imagens de MEV do scaffold de PCL: (a) magnificagéo 10 kx; b) magnificagédo 20 kx; (c)

histograma de didmetro de fibra
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Fonte: A autora (2022).

Em relacdo aos scaffolds de PCL/HA, percebe-se agregados de particulas de
hidroxiapatita depositados sobre a estrutura das fibras comprovando visualmente a
incorporacao. Nesse caso, o diametro das fibras variou entre 1 e 600 nm. Para os
scaffolds de PCL/HA com 5% de HA em relacdo a massa do polimero o diametro
meédio da fibra foi de 140 nm (Fig. 28) ja para a incorporacdo com 10% de HA as fibras

apresentaram um tamanho médio de 117 nm (Fig. 29).

Figura 28 - Imagens de MEV e distribuicdo de didmetro de fibra para scaffolds de PCL/HA 5%: (a)
magnificacdo 10 kx; (b)magnificacao 20,1 kx; (c) histograma de diametro de fibra
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Fonte: A autora (2022).
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Figura 29 - Imagens de MEYV e distribuicdo de didmetro de fibra para scaffolds de PCL/HA 10%: (a)
magnificacéo 10 kx; (b)magnificacdo 20 kx; (c) histograma de didmetro de fibra
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Fonte: A autora (2022).

Verifica-se que a adicao de particulas de hidroxiapatita influenciou na reducao
do diametro da fibra. Essa alteracdo justifica-se pelo fato de que a adicdo da
hidroxiapatita na solucdo causa um aumento na densidade de carga liquida durante a
eletrofiacdo. Um aumento na carga liquida influencia no aumento da forca
eletroestatica dentro do jato e isso resulta em um maior estiramento, ocasionando,
portanto, a diminuicdo do diametro da fibra [90].

Para observacédo dos elementos quimicos presentes nos scaffolds foi realizada
uma analise por Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-x (EDS). Mapas de
EDS foram construidos para os scaffolds que continham HA em sua composi¢édo. Os
espectros obtidos sdo apresentados na Figura 30. Estes, indicaram a presenca de
Célcio e Fosforo, como esperado, confirmando assim a incorporagéo da hidroxiapatita
nos andaimes. Além disso, carbono e oxigénio que estao presentes na estrutura do

polimero também foram confirmados.
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Figura 30 - Espectro de EDS para scaffolds de PCL/HA: (a) PCL/HAS5; (b) PCL/HA10
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Fonte: A autora (2022).

As Figuras 31 e 32 apresentam os mapas de EDS produzidos. Mapas para 0s
constituintes dos scaffolds (carbono, oxigénio, calcio e fésforo) sdo indicados nas
mesmas Figuras em (b), (c), (d) e (e).

Figura 31 - Mapa de EDS: (a) para o scaffold de PCL/HA(5); ( b) mapa do carbono; (c) mapa
dooxigénio; (d) mapa do calcio; (e) mapa do fosforo.

Imagem em Camadas EDS 1
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Fonte: A autora (2022).

Figura 32 - Mapa de EDS: (a) para o scaffold de PCL/HA(10); ( b) mapa do carbono; (c) mapa
dooxigénio; (d) mapa do calcio; (e) mapa do fosforo.

Imagem em Camadas DS 2
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A partir dos mapas € possivel concluir que houve incorporacdo efetiva da
hidroxiapatita nas fibras, pois os elementos caracteristicos estao distribuidos, no mapa,
por toda a amostra. A incorporacao da hidroxiapatita também foi confirmada a partir
da analise dos momentos vibracionais dos grupos funcionais presentes nos andaimes
através do espectro de FTIR. Os espectros de FTIR da hidroxiapatita, dos scaffolds

de PCL e de PCL/HA estéo apresentados na Figura 33.
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Figura 33 - Espectro FTIR para HA e scaffolds fibrosos: (a) hidroxiapatita; (b) PCL; (c) PCL/HA
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Fonte: A autora (2022).

Em relacdo ao andaime, a maioria das bandas observadas no espectro
correspondem aos materiais PCL e HA confirmando a presenca de ambos. As bandas
C=0, C-O e C-H foram relacionadas ao PCL e as bandas P-O e O-H foram atribuidas
a HA.

Devido a formacgéo de ligacdes quimicas entre a hidroxiapatita e o polimero
alguns pequenos deslocamentos de picos no composito foram observados. A
pequena porcentagem em peso da hidroxiapatita presente no compdésito resulta em
uma maior porcentagem de transmitancia em suas bandas caracteristicas, fenémeno
gue anteriormente também ja foi relatado por REZAEI [12].

O espectro de FTIR para a fibra de PCL (espectro B) exibe caracteristicas de
um poliéster alifatico linear, fiel a sua estrutura (Equacgéo 1):

-(CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-CO-0-)n - Equacéo 1.

As bandas observadas em 2942 e 2870 cm™1 correspondem a deformacéao

axialassimétrica e simétrica do grupo CH2, respectivamente. Ha o aparecimento de

uma banda de forte intensidade atribuida a vibracdo em tenséo da ligac&o carbonila (-

C=0)em 1725 cm™L.
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A banda identificada em 1295 cm € atribuida aos sitios estruturais C-C e C-
O da fase cristalina e a banda identificada a 1105 cm™ corresponde as C-O e

C-C da fase amorfa do polimero. A banda caracteristica da vibracdo C-O-C

-1 -1
assimétrica pdde ser observada a 1240 cm e a banda identificada em 1160 cm

corresponde a vibracdo O-C-O simétrica [90,91,92,93]. A Tabela 5 apresenta as
principais bandas de absorcédo para o scaffold de PCL e seus grupos funcionais

definidos a partir do espectro de FTIR.

Tabela 5 - Atribuices das frequéncias vibracionais observadas no espectro de FTIR para o scaffold

de poli(-caprolactona)

Atribuicdes Frequéncias vibracionais cm
Ydeformacao axial assimétrica CH2 2942
Ydeformacao axial simétrica CH2 2870
Vestiramento C=0 1725
YC-C e C-O fase cristalina 1295
YCOC assimétrica 1240
YCOC simétrica 1160
YC-C e C-O fase amorfa 1105

Fonte: A autora (2022).
Nos andaimes modificados com hidroxiapatita (espectro C) bandas

caracteristicas desse material foram identificadas. Observa-se no espectro o principal
3-
modo vibracional de estiramento Y3 PO, em 1045 cm™. A banda vibracional Y4 foi

detectada para a amostra em 583 cm_l. Além disso, a banda em 3450 cm_1 esta
relacionada ao OH em HA. Os resultados confirmaram uma incorporacdo bem
sucedida de particulas de hidroxiapatita na estrutura das fibras.

O perfil de degradacdo térmica dos andaimes foi caracterizado por
termogravimetria e esta apresentado na Figura 34. O mesmo numero de estagios de

degradacéo foi obtido para todos os scaffolds eletrofiados.
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Figura 34 - Curva TG para os scaffolds produzidos: curva de PCL em azul, curva de PCL/HA5 em
verde e curva de PCL/HA10 em vermelho
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Fonte: A autora (2023).

Os scaffolds de PCL apresentaram degradacéo térmica de estagio Unico. Esta
degradacgéao ocorreu na regiao entre 348°C e 458 °C apresentando um percentual de
98,7% de degradacado na faixa de temperatura citada com um percentual residual de
1,3%. A perda de massa nessa faixa de temperatura justifica-se pela reacdo de
clivagem da ligacdo quimica das cadeias de poliéster por pirélise [36]. Nao foram
observadas perdas significativas de massa em temperaturas inferiores aos 340 °C, o
gue poderia significar a ndo evaporacao do solvente utilizado na sintese. Dessa forma,
pode-se concluir que o solvente usado nas solucdes eletrofiadas evaporou durante o
processo de eletrofiagéo.

Os scaffolds com hidroxiapatita obtiveram os mesmos estagios de degradacéo
gue os scaffolds sem o conteudo ceramico, porém neste caso apresentaram um
percentual residual mais elevado pois a hidroxiapatita por ser um composto ceramico
e inorganico se decompde minimamente na faixa de temperatura analisada como ja
observado neste trabalho e também ja pontuado por Menezes [5].

Esse comportamento também foi observado por Szustakiewicz [89] que ao
produzir scaffolds porosos de poli(L-lactideo)/ hidroxiapatita visualizou que a medida

gue aumentava a porcentagem de hidroxiapatita nos scaffolds o percentual de perda



de massa na analise termogravimétrica diminuia. Sendo este comportamento estavel
e padronizado.

Para os scaffolds contendo 5% em massa de HA a taxa de degradacéao foi de
97,1% com um percentual residual de 2,9% e para os scaffolds contendo 10% em
massa de HA o percentual de degradacéao foi de 95,9% com um percentual residual
de 4,1%. Os dados obtidos estédo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Dados obtidos a partir da analise termogravimétrica dos scaffolds produzidos.

Scaffold Temperatura de degradacgéo (°C) Perda de massa (%)  Percentual residual
e (%)
(estagio Unico)
PCL 348 — 458 98,7 1,3
PCL/HA (5) 348 — 458 97,1 2,9
PCL/HA 348 — 458 95,9 4,1
(10)

Fonte: A autora (2023).

4.3 ENSAIO DE INTUMESCIMENTO

Com o objetivo de avaliar o comportamento de inchago dos scaffolds
eletrofiados, foi realizado o ensaio de intumescimento durante 48 horas. Como
determinado, para analise do grau de intumescimento foi realizada a pesagem das
amostras secas e durante o processo de absorcdo do liquido. A porcentagem de

intumescimento apresentada pelos scaffolds estudados estad demonstrada na Figura
35 enaTabela7.

Figura 35 - Gréfico de grau de intumescimento para os scaffolds eletrofiados representado
com 0s respectivos desvios padréo
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Fonte: A autora (2023).
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Tabela 7 - Valores do grau de intumescimento para os scaffolds eletrofiados e seus respectivos desvios

padréo.
Grau de Grau de Grau de
Tempo de Intumescimento Intumescimento Intumescimento
- (%) PCL (%) PCL/HA(5) (%) PCL/HA(10)
analise (h)
0,5 1,17 £ 0,020 1,35 +£ 0,07 5,16+ 0,035
1 2,78+15 6,58 +1,10 10,7+ 0,43
3 5,26 + 0,13 8,14+ 0,45 15,7+ 3,80
6 6,77+ 0,36 9,91+ 0,47 18,1+ 1,4
12 10,7 + 1,09 21,6% 0,20 24,8+ 0,24
24 15,0 £ 0,95 23,5+ 0,58 36,5+ 0,98
48 32,1 +0,84 36,5+ 0,98 38,8+ 0,08

Fonte: A autora (2023).

Cada valor representa, portanto, a média de 3 testes. De maneira geral, 0s
scaffolds compostos pelo polimero policaprolactona (PCL) exibem, devido a sua
natureza hidrofébica, uma capacidade inferior de absor¢édo de liquidos [72,73]. No
entanto, a porosidade apresentada pelas estruturas (como observado através da
microscopia eletronica de varredura) se torna um fator importante para facilitar o
intumescimento.

Nota-se que a taxa de inchago aumentou com o tempo de imersdo. Por
exemplo, cresceu de 1,17 £ 0,020 para 32,1 + 0,84 ap0s 48 horas de imerséo para 0s
andaimes de PCL, enquanto subiu de 1,35 + 0,07 para 36,5+ 0,98 para PCL/HA5 e de
5,16+ 0,035 para 38,8t 0,08 para PCL/HA10. Ha, portanto, um leve aumento da
capacidade de absorcdo apdés a adicdo da hidroxiapatita. Este aumento da
hidrofilicidade relaciona-se com as interacbes do tipo dipolo favorecidas pela
superficie da hidroxiapatita, o que faz com que moléculas de agua sejam absorvidas
em sua superficie [70]. Esse comportamento também ja havia sido observado por
Saska [94] que analisou que a insercao de hidroxiapatita em estruturas de materiais
compoésitos de celulose bacteriana e colageno resultava em aumento da
hidrofilicidade.

Essa capacidade de absorcédo de liquidos representa um fator crucial para a
regeneracao tecidual, pois fornece ao local alvo a umidade necessaria para acelerar
0 processo de cicatrizagdo. Para uma melhor avaliagdo, uma andlise mais
prolongada deve ser realizada a fim de estabelecer um grau méaximo de

intumescimento dosandaimes.



4.4 ANALISE MECANICA

As propriedades mecanicas do material s&o muito importantes para equilibrar
a estrutura do andaime durante a sua implantacdo. A reabilitacdo do tecido apos o
periodo de implantacdo depende diretamente das propriedades mecanicas em uma
escala macro e microscépica. Em uma escala macro, o andaime deve ser estavel e
resistente o suficiente para manipulagdo clinica e em uma escala micro, o
crescimento, diferenciacéo e proliferacao celular dependem das forcas envolvidas nas
células. Dessa forma, o andaime necessita ser um suporte adequado para resistir as
forcas que sé@o aplicadas e transferi-las adequadamente para as células e tecidos
abrangentes [95,96].

A fim de melhor compreender a influéncia da insercdo de nanoparticulas de
hidroxiapatita nas propriedades mecanicas dos scaffolds eletrofiados foi realizado um
ensaio mecanico de tracdo com teste de tensdo vs deformacdo sendo possivel obter
0s seguintes valores: modulo de Young (E), tensdo méxima (TM), elongamento
maximo (EM) e tensdo de ruptura (TR). A Figura 36 apresenta curvas tipicas de
tensao-deformacédo dos andaimes de PCL, PCL/HA(5) e PCL/HA(10).
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Figura 36 - Curvas tipicas de tens@o-deformagédo dos andaimes de: (a)PCL; (b)PCL/HA(5) e (c)PCL/HA(10)
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Como podemos observar na Figura 36, os andaimes sdo amplamente
esticadas com o aumento da tens&o. E demonstrado que a resisténcia a tracdo dos
andaimes diminui a partir da insercao e também do aumento da porcentagem das
nanoparticulas de hidroxiapatita. Em outras palavras, podemos afirmar que quanto
maior a quantidade de hidroxiapatita utilizada para compor os andaimes, menos
rigido esse material sera. Os scaffolds de PCL sem o conteddo ceramico
apresentaram umamaior deformacgéao plastica. Ja os filmes de PCL/HA apresentam

um menor valor de deformacéo plastica e, dessa forma, tiverem uma ruptura da

interface mais rapida.

Os dados obtidos para cada propriedade dos scaffolds estdo apresentados na

Fonte: A autora (2022).

Tabela 8 e na Figura 37, respectivamente.
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Tabela 8 - Valores obtidos para cada propriedade mecénica dos scaffolds eletrofiados e
respectivosdesvios padréo.

Scaffold Mddulo de Tensédo Maxima Tenséo de Elongamento
s 0
Young (MPa) (MPa) Ruptura (MPa) TR ({4,
PCL 5,85+0,19 16,7 + 1,59 16,5+ 2,15 160,0 £ 25,1
PCL/HA (5) 1,59 £ 0,84 5,04 + 0,053 3,53+0,11 109 + 22,9
PCL/A (10) 1,47 £ 0,29 4,16 + 0,79 2,38 £ 0,66 99,0 £ 9,61

Fonte: A autora (2022).

Figura 37 - Propriedades mecéanicas dos andaimes: (a) Médulo de Young; (b)Tensdo méaxima; (c)
Tensao de ruptura; (d) Elongamento maximo
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Fonte: A autora (2022)

Nota-se, portanto, um comportamento mecanico diferenciado para cada tipo de
scaffold produzido. Diversos trabalhos ja confirmaram que a insercédo de particulas

ceramicas em matrizes poliméricas resulta em uma diminuicdo da resisténcia



mecanica [96,97,98,99]. Hyunryung et al. [98] demonstraram que 0 aumento da
concentracao de hidroxiapatita em uma matriz polimérica de fibra de seda ocasiona a
diminuicdo da resisténcia mecanica das nanofibras. Neste trabalho, os autores
obtiveram um menor valor de deformacdo méxima para os andaimes com
porcentagem de hidroxiapatita acima de 20%. Resultados semelhantes também foram
observados por FU e colaboradores [95] onde a insercdo de hidroxiapatita em
nanofibras de PLGA resultou em um menor percentual de deformacéo plastica.

Essa diminuicdo no percentual de deformacdo pode ser justificada pela
auséncia de ligacfes interfaciais entre o conteudo ceramico e a matriz polimérica.
Dessa maneira, as particulas de hidroxiapatita funcionaram como um fator de
descontinuidade entre as cadeias poliméricas, e a diminuicdo da distancia das
particulas, resultado do aumento da porcentagem desta nos scaffolds, diminuiu
substancialmente a tenacidade. Essa diminuicdo da tenacidade é resultado da
combinacdo dos defeitos produzidos em torno das nanoparticulas de hidroxiapatita
ocasionados pela concentracdo de tensédo sob tracdo resultando em macrofaturas.
Dessa maneira, um aumento no teor de hidroxiapatita nas fibras ocasiona uma quebra
acelerada da resisténcia durante os testes de tracéo [98]

Os testes de tracdo demonstraram que os andaimes produzidos apresentam
boa elasticidade, permitindo suportar extensdes de +165% quando na auséncia de
hidroxiapatita, + 109% com 5% do conteudo ceramico e + 99,0% com 10% do
contetdo ceramico. O que torna os scaffolds potencialmente adequados para esse
tipo de aplicacdo. Em relacdo a resisténcia a tracao, na literatura alguns autores ja
relatam a possibilidade de regeneracédo 6ssea com valores inferiores ao obtido neste
trabalho. A exemplo, Ueyama et al. [100] relataram a producdo de membranas de
alginato e cloreto de calcio aplicadas a engenharia de tecido 6sseo que favoreceram
a regeneracao 0ssea e apresentavam um valor de 0,017 MPa de resisténcia.

Neste sentido, acredita-se que os scaffolds desenvolvidos séo resistentes o
suficiente para utilizagcdo em procedimentos cirargicos (acondicionamento e fixacao)
sem colapsarem. No entanto, é necessario que sejam utilizados para areas que nao
apresentem grandes estresses mecanicos tendo em vista que essas areas
necessitem de materiais com altas propriedades elasticas, evitando dessa forma o
colapso do 0sso nos espacos de regeneracdo. Podendo ser indicado para regides

periondontais, por exemplo.
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Para otimizacdo das propriedades mecéanicas do material hé a possibilidade
deaumentar as camadas fibrosas durante o processo de eletrofiagdo otimizando
sua espessura. Ou até a funcionalizacdo das particulas de hidroxiapatita para um

aumentoda adesao interfacial.

4.5 ANALISE DA CITOTOXICIDADE

O teste de toxicologia in vitro foi realizado a fim de avaliar se os scaffolds
produzidos apresentam toxicidade para o crescimento celular provocando morte
ou algum tipo de alteracdo, bem como a influéncia da adicdo da hidroxiapatita nos
scaffolds produzidos. O ensaio foi realizado em triplicata por material e a
viabilidade celular em todas as amostras foi medida por ensaio de MTT baseado
na absorcdo optica. Conforme observado na Figura 38 os scaffolds produzidos
tiveram impacto negativo muito baixo, sendo a viabilidade celular acima do

percentual de potencial citotoxico.

Figura 38 - Viabilidade celular das células Vero nos scaffolds eletrofiados de PCL, PCL/HA(5)
e PCL/HA(10)
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Fonte: A autora (2022)

De acordo com a norma ISO 10993-5 se a viabilidade celular for reduzida
paravalores inferiores a 70% o material apresenta potencial citotoxico. Observa-
se, portanto, que nenhum biomaterial produzido se demonstrou téxico. Houve, no
entanto,uma pequena reducgéo da viabilidade celular nos scaffolds se comparados
ao controle, justificada pela forte hidrofobicidade do PCL que ocasiona uma

dificuldade de aderéncia das células [5]. Amostras de PCL puro apresentaram um
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percentual de 96% de Vviabilidade celular, as amostras com 5% de
hidroxiapatita apresentaram um percentual de 88% e as amostras com 10% de
hidroxiapatita apresentaram um percentual de 87%. Nesse sentido, foi observado
que a incorporacdo de nano- hidroxiapatatia as fibras de policaprolactona
influenciou em um pequeno aumento dopotencial citotoxico do material que pode
ter sido ocasionado por aglomeragBes das particulas na extensdo das fibras,
deixando perceptivel a necessidade de um melhoramento no padrdo de

disperséo.
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5 CONCLUSAO

O desenvolvimento de um sistema de eletrofiacdo a curta distancia
adaptada auma impressora 3D mostrou-se eficiente e satisfatério para a producao
de scaffolds eletrofiados com escrita de fibras orientadas. A técnica adaptada
mostrou-se uma poderosa ferramenta para a producdo de fibras com diametro
micro e nanométricos ede materiais com estruturas controladas para aplicacdo na

regeneracao éssea.

Neste trabalho, scaffolds eletrofiados foram produzidos visando aplicacao
na engenharia de tecido. Para a producdo dos scaffolds, nanoparticulas de
hidroxiapatita foram previamente sintetizadas. No entanto, para tal aplicacdo é
necesséria a caracterizacdo detalhada do material produzido. Dessa forma, a
hidroxiapatita foi caracterizada de acordo com suas propriedades fisicas e
guimicas apresentando morfologia definida e estabilidade térmica, além de bandas

de absorcao e estrutura cristalina bem definidas.

Espectro de FTIR confirmou a presenca de hidroxiapatita nos scaffolds
eletrofiados através de suas bandas caracteristicas. A presenca do material
ceramico também foi confirmada através da andlise de microscopia eletrbnica de
varredura com acoplamento EDS. Fez-se possivel a visualizagdo das
nanoparticulas sobre as fibrasque constituiam os scaffolds bem como a presenca
dos elementos que compdem o material no mapa de EDS. A incorporacdo das
nanoparticulas na fibra também pdde ser confirmada pela alteracdo no didametro da
mesma a medida que a porcentagemde hidroxiapatita aumentava, ocasionado pelo
aumento da forca eletroestética no jato de eletrofiagdo e pela alteracdo na
porcentagem de decomposi¢cdo na analise térmicatendo em vista 0 comportamento
termicamente estavel do material ceramico. Através da microscopia Optica e da
microscopia eletrénica de varredura foi possivel determinar o comportamento
orientado das fibras nos scaffolds produzidos, confirmando o controle de escrita no

ato de produgéo do material.
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Os materiais foram submetidos a testes mecanicos e de intumescimento, bem
como a teste de citotoxicidade. Através dos resultados obtidos é possivel validar o
material produzido para a aplicacao pretendida e avaliar a possibilidade de aplicacao

do sistema para producdo de materiais com outras finalidades que dizem respeito a
area medica.

5.1 PERSPECTIVA

e Auvaliar o grau de intumescimento maximo dos scaffolds;
e Otimizar as propriedades mecanicas dos scaffolds;
¢ Realizar testes in vivo para avaliagdo da regeneracdo 0ssea;

e Publicar e divulgar os resultados obtidos nessa pesquisa.
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APENDICE A — DESENHO MECANICO DO PISTAO DE BRONZE

Figura 39 - Desenho mecanico do pistédo de bronze
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