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Resumo

Os biomateriais sao todas substancias ou combinagao de substancias, de origem sinté-
tica ou natural, que podem ser utilizados por tempo indeterminado em tratamentos,
reparos ou substituicao de o6rgaos e tecidos. Existe uma necessidade crescente por
biomateriais para serem usados como dispositivos médicos para o tratamento de do-
engas e traumas, que permitam superar as limitagoes de procedimentos convencionais.
Nesse sentido a medicina regenerativa tem surgido com o potencial para fornecer
biomateriais, que servem como arcabougos (scaffolds) para a regeneracao de 6rgaos
e tecidos. Neste contexto, a eletrofiacao é reconhecida como uma técnica eficiente
para a fabricacao de scaffolds a base de nanofibras por sua capacidade para mimetizar

a matriz extracelular nativa (MEC), o que favorece o crescimento e regeneragao celular.

Baseado nisso, esse trabalho teve como objetivo geral obter e caracterizar as
fibras da blenda Policaprolactona/Gelatina (PCL/GEL) e Policaprolactona/Gelatina-
nanoHidroxiapatita-Doxiciclina (PCL/GEL-nHA-Dox) formadas a partir da técnica
de eletrofiagao para utiliza-la como um sistema de liberagao controlada de doxiciclina.
A caracterizagao das fibras e da hidroxiapatita foi realizada através de anélises
fisico-quimicas (espectroscopia de absor¢ao na regidao de infravermelho e de absorcao
na regiao de ultra-violeta visivel), analise térmica (TG, DTG e DTA), difracao de raios
X (DRX), microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia de transmissao
(MET). No caso da hidroxiapatita, também foram realizadas medidas da anélise de

adsor¢ao de gas (BET); assim como medidas do dngulo de contato para as fibras.

Os resultados obtidos mostraram que as nanoparticulas de hidroxiapatita (nHA)
que foram sintetizadas pelo método de co-precipitacao, em presenca e auséncia de
surfactante, apresentaram morfologia de bastoes com didmetro e comprimento de
27,5 £ 6,6 nm e 39,6 £ 16,8 nm respectivamente. Essas nanoparticulas receberam
tratamento térmico a 100, 550 e 850 °C' e apresentaram mudanga de fase, aumento da

cristalinidade e reducao da area superficial especifica com o aumento da temperatura.
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No estudo de adsorcao-dessorcao da doxiciclina a partir das nanoparticulas de HA
foi observada uma maior capacidade de adsorcao do farmaco nas amostras de HA
sintetizadas em presenca de surfactante. O tratamento térmico influenciou também na
capacidade de adsorcao do farmaco, o aumento da temperatura reduziu a capacidade

de adsorgao na HA.

A anélise por Microscopia Eletronica Varredura (MEV) permitiu observar a
morfologia das fibras preparadas com presenca e auséncia de HA as quais tiveram
tamanho médio de 401 + 181 nm e 485 4+ 144 nm, respectivamente. A inclusao
da HA na fibra nao afeitou o tamanho da fibra quando comparadas com fibras
somente contendo a mistura polimérica. A analise por Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET) mostrou fibras imisciveis, no entanto compativeis. Na avaliagao
do sistema inédito de liberacao de doxiciclina desenvolvido a partir do encapsula-
mento do farmaco em nanofibras, fabricadas pela técnica de eletrofiagao, observou-se

uma liberagao rapida de doxiciclina, independente da proporgdes PLC/GEL utilizadas.

Ambos os eluatos doxiciclina-HA e doxiciclina eluidos das fibras apresentaram
citotoxicidade dose-dependente frente as células fibroblastos e entre leve a moderada-
mente citotéxico nas células A431. Além da formagao de halos de inibigao em cultura

de bactérias frente a Staphylococcus aureus e Porphyromonas gingivalis.

Palavras-chave: Eletrofiacao, Nanofibras, Nanoparticulas de Hidroxiapatita, Libera-

¢ao de farmacos, Doxiciclina.

Viil



Abstract

Preparation and characterization of electrospun Policaprolactone/gelatin-

hydroxyapatite nanofibers as a doxycycline controlled release system

One of the most important stages of tissue engineering (TE) is the design
and processing of a porous, biodegradable three-dimensional scaffolds. There is an
increasing need for materials which having the potential capacity for the controlled
delivery of drugs and at the same time provide structural support for cells. Thus
improve a tissue-implant interface leading to the integration of the biomaterial. In this
context, electrospinning is recognized as an efficient technique for the fabrication of
nanofibers that can be used to obtain scaffoldos that mimicking extracellular matrix
and promote cell growth. On the other hand, hydroxyapatite (HA) is one of the most
biocompatible ceramics due to its structural and chemical similarity with the mineral
components of human bones and teeth, and that way has been used to manufacture

numerous implants.

In the present study, poly (e-caprolactone) (PCL) / gelatin (GEL) nanofiber
were produced with the use of electrospinning technique. Polymer were dissolved using
diluted acetic and ethyl acetate mixture. Well dispersed nanoparticles of HA powders
and Doxycicline (Dox) were then mixed with the PCL/GEL solution, and the final
solution was electrospun. Hydroxyapatite was synthesized by co-precipitation method
with and without adding Pluronic F127, used it as non- ionic surfactant. The HA was
subjected to several heat-treatment process. The Dox is a broad spectrum antibiotic
used as a therapeutic agent in order to reduce the risk of infection associated with the

biomaterial implants procedures in tissue engineering applications.
Fibers and HA were characterized by various physicochemical techniques:
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and Ultraviolet-visible Spectroscopy

(UV-Vis), thermal analysis (TG, DTG, DTA), X-ray diffraction (XRD), Scanning
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Electron Microscopy (SEM), Transmission Electron Microscopy (TEM). In the case
of HA, Nitrogen adsorption measurements (BET) and for the fibers contact-angle

measurements was made.

TEM micrographs revealed that the synthesized nanoparticles of HA (nHA) was
homogeneous and rod-like particles, with a diameter of about 27.5 + 6.6 nm, a length
of 39.6 £ 16.8 nm. On the other hand, the nanoparticles obtained were thermally
treated at various temperatures. The influence of temperature on structural, textural,

and morphological properties of the materials was studied.

In this comparative investigation, three types of PCL/GEL-based scaffolds were
engineered: the PCL/GEL, PCL/GEL-HA and PCL/GEL-HA-Dox. Nanofibers were
examined using a field emission scanning electron microscope (FESEM) for the fiber
size and morphology. The incorporation of nHAs within the fibers didn’t affect the
size of nanofibers. The average diameter of fibers PCL/GEL and PCL/GEL-HA were
respectively 401 £ 181 and 485 £ 144 nm. TEM imagens showed fibers composed of

two polymer phases but the blend was compatible

MTT assay results showed that doxycycline eluted from fibers was concentration-
dependent cytotoxicity against Human epidermoid carcinoma cell A431 and 1929
mouse fibroblasts after 24 and 48 hours of treatment. Likewise, the fibers showed
inhibition zone on an agar plate of bacterial culture of against S. aureus and P. gingi-

valis.

Keywords: Electrospinning, Nanofibers, Hydroxyapatite nanoparticles, Drug delivery,

Doxycycline .
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Capitulo 1

Introducao

A doenca periodontal ou periodontite é uma doenca inflamatoria cronica ou aguda
da gengiva e do periodonto, que causa destruicao do tecido conjuntivo, do ligamento
periodontal, perda Ossea e consequentemente, perda dos dentes. Ocorre devido &
infeccao causada por bactérias que afeta os tecidos que rodeiam os dentes. A principal
abordagem para tratamentos nao cirirgicos é a raspagem e alisamento e o uso de
antibioticos de liberacao local. Nos estdgios mais avancados da doenga, as técnicas
cirurgicas incluem a regeneracao tecidual guiada (RTG). A RTG se refere ao uso de
meios fisicos para promover um selamento total de um local anatémico para prevenir
que outros tecidos, principalmente tecido conjuntivo, interfiram na osteogénese, bem
como no direcionamento da formagao ossea [1-3]. A forma mais comum de doenga
periodontal ¢ a periodontite crénica que afeta 10% a 15% dos adultos em todo o
mundo. Estudos recentes demonstram também que mais de 75% da populacao adulta

possui bolsa periodontal com um menor grau de comprometimento [4].

Nesse cenério, o desenvolvimento de novas tecnologias vem ocorrendo com o
intuito de buscar novos biomateriais que possam regenerar e reparar de forma apropri-
ada partes danificadas do corpo. Os biomateriais ou materiais biomédicos sao definidos
como toda substancia ou combina¢ao de substancias, de origem sintética ou natural,
que durante um periodo de tempo indeterminado, podem ser usados como dispositivo

médico que trata, aumenta ou substitui qualquer tecido, 6rgao ou fungao do corpo [5, 6].

Nesse sentido a area de medicina regenerativa (MR) tem surgido como uma
alternativa potencial para a regeneracao de 6rgaos e reparacao de tecidos visando
superar as limitacoes de tratamentos convencionais. O que difere a MR do transplante

de 6rgaos convencional é que ela geralmente envolve o isolamento de tecido do préprio
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paciente, o qual é dissociado em células e cultivado sobre suportes biodegradéaveis,
biologicos ou sintéticos (conhecidos como andaimes ou arcabougos), para entao serem
reinseridos no paciente. Apo6s o implante se degrada gradualmente com o tempo

e dessa forma ¢é substituido por um novo tecido gerado a partir das células semeadas [7].

Recentes avancgos na area da MR e da engenharia tecidual possibilitaram o
desenvolvimento e aprimoramento de novos biomateriais com propriedades mecanicas e
biologicas especificas semelhantes as da matriz extracelular nativa (MEC). A superficie
dos andaimes tem um destaque especial, pois é neste local que se da a interface com
os agentes biologicos, e as suas propriedades superficiais sao essenciais para a adsor¢ao
de proteinas, a coagula¢do do sangue e o reconhecimento das células [8]. Na ultima
década, varios métodos para a construcao de andaimes foram desenvolvidos para
aplicagoes na engenharia de tecidos e medicina regenerativa com o intuito de mimetizar
a arquitetura da MEC . Dentre os diversos métodos de formacao de andaimes, a
eletrofiacao ganhou popularidade por permitir a producao de fibras com diametro que

variam desde nandmetros até micrometros a partir de solugdes poliméricas [9).

Os materiais mais utilizados para a obtencao de andaimes sao os polimeros
biodegradaveis e as ceramicas bioativas. Vérios polimeros sintéticos tais como poli
(acido lactico) (PLLA), poli (acido glicolico) (PGA), poli (4cido lactico-co-glicolico)
(PLGA) e policaprolactona, e polimeros naturais como colageno, quitosana, fibroina
de seda e quitina [10], bem como a combinagao de polimeros sintéticos e polimeros de

origem natural.
Bioceramicas de fosfatos de calcio

As ceramicas de fosfatos de calcio possuem grande potencial de aplicagdo na
area de implantes 6sseos, e tém merecido lugar de destaque entre as denominadas
bioceramicas por nao apresentar toxicidade local ou sistemaética, auséncia de resposta
de corpo estranho ou inflamacao e aparente habilidade em interagir com o tecido
hospedeiro [11]. As bioceramicas podem ser de origem (natural ou sintético), podem
apresentar diferentes composigoes tais como Hidroxiapatita, S-Tricalcio fosfato, fosfato
de céalcio bifésico, diferentes formas fisicas (micro ou nano particulado, blocos, cimento,
etc.). Os fosfatos de calcio na forma de apatita carbonatada apresentam composi¢ao
similar ao osso mineral e tém razoes molares Ca/P variadas devido a sua estrutura
complexa. A apatita é um material altamente capaz de acolher outros elementos

quimicos, permitindo substitui¢coes de Ca e P por varios outros fons. As apatitas
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sao definidas pela formula quimica M;o(Z0,)s X2, onde a espécie M s@o tipicamente
cations metalicos divalentes tais como: Ca, Sr, Ba, Pb, etc. As espécies Z sao um dos
seguintes anions trivalentes: P, V, As, S, Si, Ge, COs, etc. Os &nions monovalentes X
sao geralmente F, Cl, OH, O, Br, COs, etc [12].

Dentre os minerais mais representativos do grupo da apatita, encontra-se a
hidroxiapatita (HA; Ca19(PO4)¢(OH)2) um fosfato de calcio com razao Ca/P de
1,67 e cristalografia definida. A célula unitaria dos cristais de HA pode apresentar
simetria monoclinica (P, 1/b) e simetria hexagonal (P 3/m). Na area de regeneragao
Ossea a HA é um dos biomateriais mais utilizados devido ao fato desta ser a principal
fase mineral encontrada no tecido 6sseo. A HA sintética possui excelente biocom-
patibilidade e osteointegragao com ossos e dentes devido a sua semelhanca quimica
e fisica, tornando-a substituta em implantes e proteses. No entanto, HA sintética é
mecanicamente fragil, por isso as suas aplicagoes sao limitadas apenas para pegas nao
estruturais na forma de pés ou granulos de pequenas dimensoes, ou usado como uma

camada de revestimento de metais |10, 13].

No corpo humano, a hidroxiapatita é o principal componente inorgéanico do tecido
0sseo e dos dentes. As hidroxiapatitas biologicas tém sido descritas como apatitas
deficientes de célcio, e possuem ions carbonatos como substitutos, sendo conhecida
como HA carbonatada (CHA). Os ions carbonato podem substituir os grupos hidroxila
(OH™) ou fosfato (PO;?), dando origem a CHA tipo A e tipo B, respectivamente. A
formula quimica para a CHA tipo A é Cay9(PO4)s(OH )2—2,(COs3),, onde 0 <y < 1,
enquanto que para CHA tipo B se tem Cajg_,(PO4)—2(CO3):(OH)y_y, onde 0 <
x < 2, sendo que os fons de sédio estao localizados nos locais de célcio, induzindo o

balango de cargas [14].

Os métodos de preparacao, bem como o tipo de reagentes usados, temperatura
da reagao, pH da solugao, concentracao dos reagentes e a utilizacao de surfactantes sao
conhecidos como parametros importantes para o controle do tamanho e morfologia das
particulas de HA. Assim, particulas de HA com tamanho nano ou micrométrico, com
diferentes morfologias tais como esferas, bastoes, agulhas, etc., tém sido sintetizadas
com sucesso usando os métodos de sol-gel, reacao de estado solido, reagoes hidrotér-
micas, sinteses por microemulsao, mecano-quimica e co-precipitagao [15]. O processo
de sintese quimica de HA por via umida baseado na rota de precipitacao é o mais
empregado para a sintese, por ser um processo simples e gera HA nanocristalina a

baixas temperaturas. Zhao et al., [16] prepararam nHA com uma variedade de formas
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(bastoes, esferas, agulhas) através da técnica de precipita¢do quimica usando diferentes
tipos de surfactantes seguido de tratamento térmico. O uso de surfactante como agente
direcionador permite a obtengao de materiais com propriedades estruturais especificas
com maior area superficial e formagao de mesoporos. Também foram encontrados no
estado da arte diversos estudos os quais relatam a sintese de HA nanoestruturada
com utilizacao de diversos surfactantes catidnicos [17], assim como a preparagao de
nanotubos e nanoesferas de HA ocas com o uso de uma mistura de surfactantes

nao-idnicos [18], HA mesoporosa [19] e fosfatos de calcio mesoestruturados [20].

O controle da liberacao de farmacos em sitios de agao especificos através da utili-
zacao de sistemas carreadores ¢ uma estratégia que tem sido objeto de intensa pesquisa
nas dltimas duas décadas. Dispositivos de liberagao controlada de farmacos podem re-
duzir efeitos colaterais, melhorar a eficacia dos farmacos existentes e possibilitar novos
tratamentos. Dentre as matrizes para a liberagao controlada de farmacos encontram-

se os fosfatos de calcio, usados comumente como implantes para reconstrugao ossea [21].

Virias estratégias tém sido utilizadas para carregar diferentes agentes terapéuti-
cos em HA. Essas estratégias podem ser classificadas em duas abordagens gerais. A
primeira consiste em carregar os farmacos durante a sintese da HA, isto é, adicionar
o farmaco desejado na mistura da reagao antes de terminar a formacao da HA
(carreamento in situ). A segunda abordagem implica carrear os agentes s6 depois que
a HA é sintetizada. Desse modo, os agentes terapéuticos sao adsorvidos na superficie

da HA (carreamento ez-situ) [22].

O processo de adsorgao/dessor¢ao de farmacos da HA é complexo e depende da
concentracao de equilibrio do farmaco, do pH e de outros fatores proprios do meio.
Embora sejam encontrados estudos os quais usam a HA como matriz para a libera-
cao de farmaco, ela apresenta efeito explosao e é observada uma liberagao de curto
tempo [23]. Dessa forma as, aplicagoes de HA como sistema de liberagao controlada
de farmacos apresentam limitacoes. Por outro lado, a combinacao de HA com outras
matrizes como as poliméricas formando materiais compositos pode ser uma estratégia
para a preparacao de sistemas de liberagao controlada de farmacos [24]. Esse tipo de
combinacgao é conhecido como compésitos de polimeros biodegradaveis e os fosfatos de
calcio [25].
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Matrizes poliméricas

Os polimeros sao os materiais mais utilizados na fabricacao de andaimes para
aplicacoes da medicina regenerativa e engenharia de tecidos. Dentre os polimeros
mais usados estao os poliésteres biodegradaveis baseados nos mondmeros &cido
lactico e glicolico. Esses materiais foram empregados ha 30 anos em cirurgia como
materiais para suturas e fixacao de dispositivos 6sseos. Os polimeros feitos a partir
dos monémeros lactico (PLA) e glicolico (PGA) se caracterizam por ter tempos de
degradagao que variam de dias até anos, dependendo da formulagao especifica e do
peso inicial do mondmero [26]. A partir desses outros polimeros biodegradaveis tem

sido sintetizados e usados como matrizes de liberagao de farmacos como a caprolactona.

A Poli (e-caprolactona) (PCL) é um poliéster alifatico semicristalino, de grande
interesse na engenharia de tecidos. Pode ser obtido pela reacao de abertura de anel
da e-caprolactona, seu monémero ciclico. O PCL degrada-se a uma taxa significa-
tivamente menor do que o PLA, PGA, e PLGA. O PCL é hidrofébico e solivel em
varios solventes organicos, apresenta ponto de fusao entre 55-60 °C e temperatura de
transicao vitrea por volta de -60 °C, tendo a capacidade de formar misturas misciveis
com uma grande variedade de polimeros. Sua cristalinidade elevada tende a diminuir
com o aumento do peso molecular. O tempo de degradacao do PCL é bastante lento
aproximadamente de 2 a 3 anos sobre condigoes fisiologicas, por isso é recomendado
em implantes de longa duragdo. O PCL tem baixa resisténcia a tracao ( 23 MPa) e
alta resisténcia a ruptura (>700 %) [27]. Assim, esse polimero hidrofébico tem amplas
perspectivas para aplicacoes na engenharia de tecido 6sseo devido a suas propriedades

mecanicas e degradac¢ao mais lenta [28].

Na area de medicina regenerativa tém sido usados além dos polimeros biodegra-
daveis os polimeros naturais como os polissacarideos, os derivados de colageno como
a gelatina. A gelatina é uma proteina natural derivada do colageno, usada para apli-
cagOes médicas e farmacéuticas devido a sua biodegradabilidade e biocompatibilidade
em ambientes fisiologicos. A gelatina é reconhecida pelo FDA [29] por ser um material
seguro para ser usado como expansor plasmatico, como ingrediente na fabricacao de
capsulas na industria farmacéutica e como vedante para proteses vasculares [30]. De
acordo com o método de pré-tratamento do colageno, dois tipos de gelatina podem
ser produzidos. Gelatina tipo A (tratamento acido) e tipo B (tratamento alcalino).
Esses dois tipos de gelatinas apresentam propriedades ligeiramente diferentes, sendo

que o processo alcalino hidrolisa os grupos amida da asparagina e glutamina a grupos
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carboxilatos, convertendo muitos desses residuos para aspartarto e glutamato. Em
contraste, o pré-tratamento acido tem pouco efeito sobre os grupos amida presentes
[30]. A gelatina tipo A tem uma ampla faixa de distribuigdo molar de 30 a 300 kDa,
por sua vez gelatina tipo B é considerada de melhor qualidade por apresentar uma
distribuicao de massa molar proxima de 100 kDa e cadeias ligeiramente ramificadas
[31]. Assim como o colageno, a gelatina é composta por 18 aminoécidos diferentes
que estao unidos por ligagdes peptidicas na formagao da molécula de gelatina,
cujo peso molecular médio varia entre 20.000 a 250.000, dependendo do grau de
hidrolise do colageno. As fontes mais abundantes de gelatina sao obtidas a partir
da pele de porco (46 %), pele bovina (29,4%) e carne de porco e ossos de gado
(23,1%). A qualidade da gelatina para uma aplica¢do particular depende em grande
parte de suas propriedades reologicas e propriedades fisico-quimicas, tais como os
parametros de composicao, solubilidade, transparéncia, cor e odor. Os principais
atributos que melhor definem a qualidade comercial global da gelatina sao a resisténcia

do gel (temperaturas de gelificagao) e estabilidade térmica (temperatura de fusao) [32].

A gelatina mostra caracteristicas importantes como dispositivo carregador de
biomoléculas com cargas positivas ou negativas. O ponto isoelétrico da gelatina pode
ser ajustado através de tratamento &cido/base para conseguir a méaxima capacidade
de carregamento, segundo as propriedades eletrostaticas do farmaco. A gelatina é um
material a base de proteinas com véarios locais de reconhecimento celular, em combi-
nacgao com polimeros sintéticos, que mostram melhor processabilidade e propriedades
fisicas ajustaveis, pode resultar em dispositivo com caracteristicas especificas para a

liberagao de farmacos [29].
Métodos de fabricagao de Andaimes

As técnicas recentes na fabricagdo de andaimes tem permitido o desenvolvimento
de estruturas complexas bem definidas, mediante a combinacao de diferentes materiais
visando aperfeigoar a fungao destas estruturas na engenharia de tecidos. A capacidade
dos andaimes tridimensionais em estimular o crescimento e proliferacao celular
pode ser favorecida em estruturas porosas e com uma maior area superficial. Os
principais requisitos para a escolha dos materiais na engenharia de tecidos, ¢ que
estes tenham superficies compativeis e boas propriedades mecénicas. O desenho e
preparagao de estruturas multicomponentes representa uma estratégia viavel, a fim
de desenvolver materiais inovadores. A combinagao de polimeros com sua diversidade

estrutural e excelentes propriedades mecanicas, junto a altamente bioativa HA é
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claramente uma estratégia importante para a fabricacao de andaimes para aplicagoes
na engenharia de tecido 6sseo [28]. Dentre os métodos existentes, podemos enumerar
como os mais utilizados, a lixiviagao, inversao de fase empacotamento de fibras, tecno-

logias baseadas na fusao, métodos baseados em alta pressao, liofilizacao e a eletrofiacao.

Vérias abordagens tém sido desenvolvidas para a fabricacao de andaimes 3D a
base de biomateriais. Dentre as mais recentemente estao a produgao de nanofibras
poliméricas para serem usadas como andaimes de vasos sanguineos arteriais, 0ssos,
cartilagens, coragao e nervos [33]. A fabricagdo de andaimes a partir de nanofibras
permite o desenvolvimento de suportes que imitam a arquitetura do tecido humano
natural na escala nanométrica. A elevada relagao area/volume das nanofibras
combinada com a sua estrutura microporosa, favorece a adesao, proliferacao, migracao
e diferenciacao celular, essas propriedades sao altamente desejadas na engenharia de
tecidos [34]. Varias metodologias estao disponiveis para a obtengao de nanofibras:
separacao de fase, auto-organizacao, eletrofiacao entre outros. Dentre as técnicas
citadas acima a eletrofiacao é a técnica mais amplamente estudada e também pa-

rece exibir os resultados mais promissores para aplicagoes na medicina regenerativa [35].

O método de eletrofiacao ¢ u m p rocessor elativamente s implese d e baixo
custo, permite a obtencao de fibrasu ltrafinas co m di A&metros na fa ixa de micro
até nandmetros. O processo é iniciado com uma gota da solucao polimérica que é
mantida na ponta de um capilar devido a sua tensao superficial. Q uando um campo
elétrico, gerado por uma fonte de alta voltagem é aplicado entre o capilar e uma placa
coletora, uma gota pendente da solugao polimérica torna-se altamente eletrificada e as
cargas induzidas sao distribuidas uniformemente sobre a superficie. Um aumento no
potencial elétrico leva inicialmente ao alongamento da superficie hemisférica da gota
na ponta do capilar até adquirir uma forma conica chamada cone de Taylor [36-38|. A
Figura 1.1 mostra um esquema basico da configuracao para o processo de
eletrofiagao que consiste de trés componentes principais: a fonte de alta tensao,

uma bomba de infusao, e um coletor.

Quando o campo elétrico alcanca um valor critico suficiente para superar a
tensao superficial da gota, jatos multiplas carregados sao ejetados da ponta do cone
de Taylor. Enquanto o jato viaja através do ar sofre uma série de instabilidades
que permitem com que gradualmente forme-se um fio muito comprido e fino devido
principalmente ao alongamento e evaporacao do solvente. O jato carregado forma

nanofibras orientadas aleatoriamente que podem ser recolhidas em um coletor metalico
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Figura 1.1: Representacao esquematica da técnica de eletrofiagao. Adaptado de Z.M.
Huang et al. 2004.

aterrado fixo ou rotatorio [36, 37].

Embora relativamente simples, o processo de eletrofiacao precisa do controle
de véarios parametros que influenciam o diametro e morfologia das nanofibras. Os
parametros que afetam a técnica de eletrofiagao sao for¢ca do campo elétrico, diametro
do orificio da agulha, distancia entre a agulha e o coletor, temperatura, umidade,
velocidade do ar, vazao e propriedades da solucao, tipo de polimero, peso molecular
do polimero, tensao superficial, condutividade e viscosidade. A forma de movimento
do coletor determina o modelo de deposicao das fibras e permite obter fibras alinhadas
ou aleatorias. A Tabela 1.1 mostra de forma geral como podem ser agrupadas as
variaveis que controlam as caracteristicas das nanofibras, estas podem ser agrupadas

em variaveis de processo e variaveis do sistema [37].

O processo de eletrofiagao usando a combinacao de polimeros sintéticos e
naturais, estd se tornando uma forma eficaz para o desenvolvimento de andaimes
com melhores propriedades fisico-quimicas e biologicas para aplicacoes na engenharia
de tecidos [39]. O potencial de aplicagao de eletrofiacio de misturas de polimeros
sintéticos-naturais tem sido pouco explorado devido principalmente ao ndmero
limitado de solventes para dissolver os dois polimeros na mesma solugao [39]. A

obtencao de fibras por eletrofiacao de polimeros naturais a partir de sistemas aquosos é
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Variaveis do sistema

Composigao Quimica Peso molecular do Distribuicao do peso
(T) polimero (T) molecular (T)
Viscosidade da Tensao superficial Qualidade da solugao
solucao
Concentragao da Densidade de carga Condutividade da
solucao Solucao
Variaveis do processo
Forma do capilar Material do eletrodo Forca do campo
elétrico
Distancia ao coletor Taxa de evaporacao Vazao
(T,P)

Tabela 1.1: Variaveis do processo de eletrofiagao.

inadequada devido a sua elevada tensao superficial e sua baixa volatilidade da solugao
aquosa. Além disso, polimeros naturais sao pouco soliveis em solventes organicos.
Existe um ntmero limitado de solventes, incluindo 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol e
acido trifluoroacético, que pode ser usado para dissolver polimeros naturais e sintéticos
[39, 40]. No entanto, o custo, a toxicidade e os problemas ambientais relacionados com
esses solventes geram algum tipo de receio na sua utilizacao em aplicagoes biomédicas.
Recentes estudos tem mostrado que a utilizagao de solventes acidos como o acido
acético e o acido féormico conseguem dissolver polimeros naturais tais como quitosano
e gelatina. Song et al [40] utilizou uma mistura de acetato de etila com acido acético
diluido e conseguiu obter através de eletrofiacao nanofibras de gelatina. A utilizagao
deste sistema para dissolver tanto polimeros naturais quanto sintéticos tem sido pouco
explorada. Diferentes solventes tém sido usados na preparacao de fibras a partir da
mistura entre polimeros sintéticos e naturais, especialmente da combinag¢ao PCL/GEL,
mas todos os solventes sao baseados em solventes fluorados. O presente trabalho usou

solventes nao fluorados, menos téxicos e mais biocompativeis como alternativa.

O estado da arte relata estudos que mostram que a blenda PCL/GEL possui
uma boa biocompatibilidade e propriedades mecéanicas, fisicas e quimicas melhoradas.
Portanto, a fabricacao desses andaimes com uma 6tima relagao custo-beneficio é um
grande avanco no desenvolvimento de materiais que ainda nao sao disponiveis devido

ao pouco sucesso dos dispositivos atuais para suprir essas necessidades [39, 41].
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O presente trabalho além da estratégia de usar blendas poliméricas como
o PCL com gelatina também usou a estratégia de usar as nanoparticulas de HA
nas nanofibras para modular a liberacao controlada de doxiciclina uma vez que a
incorporagao de nanoparticulas de HA em compoésitos de polimeros biodegradaveis
aumenta a capacidade osteoindutora e reforga as propriedades mecanicas dos andaimes

quando usados em reconstitui¢ao dssea ou cancer de osso [42].

Os sistemas de liberagao controlada de farmacos ganharam importancia na
ultima década quando compradas com os sistemas convencionais de dosagem. A
maioria dos farmacos tem seu efeito terapéutico apenas quando sua concentracao
plasmatica esta acima do seu nivel minimo eficaz. No entanto, cada farmaco tem seu
tempo de meia-vida biologica e nao pode manter uma concentracao eficaz durante
longo tempo. O aumento da dose do farmaco pode prolongar sua agao, embora com
o risco de aumentar a probabilidade de efeitos adversos. Formulacoes e dispositivos
de liberagao controlada de farmacos sao desenvolvidos para liberarem o medicamento
gradualmente mantendo a concentracao plasmatica do farmaco em niveis terapéuticos

adequados por periodos de tempo prolongados [34].

Varios sistemas de liberacao de farmacos tém sido estudados: lipossomas,
micelas poliméricas e complexos. Nos tltimos anos a fabricacao de nanofibras a
base de polimeros obtidos a partir do processo de eletrofiacao foi objeto de muita
aten¢ao como um promissor carregador de farmacos em aplicagdes biomédicas [43].
As principais vantagens de sistemas carregadores a base de fibras quando comparados
a outros tipos de aplicacoes de sistema de liberacao de farmaco, é a diversidade na
escolha dos materiais e farmacos. As nanofibras tém também uma alta capacidade de
carga, alta eficiéncia de encapsulamento e podem carregar simultaneamente diferentes

agentes terapéuticos [36].

O presente trabalho escolheu como farmaco de estudo a doxiciclina por ser um
farmaco com propriedades antimicrobianas e anti-cancerigenas e para a restauragao
de perda o6ssea em doencas como a periodontal. A doxiciclina é um antibiético
de amplo espectro, derivado sintético das oxi-tetraciclinas, eficaz contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. A Dox tem acao bacteriostéatica, inibindo a sintese
proteica bacteriana, devido ao rompimento do RNA transferase e RNA mensageiro nos
ribossomos. A doxiciclina é frequentemente empregada no tratamento de uma grande
variedade de infe¢oes incluindo a doenca periodontal, osteomielite e para combater S.

aureus resistente a meticilina (5. aureus, MRSA) [44, 45]. Dox é considerado um dos
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mais potentes inibidores das metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs), sendo
que varios estudos indicam que a Dox tem efeitos benéficos no tratamento de doencas
em que as MMPs desempenham papéis patologicos, tais como hipertensao arterial,
aneurisma aortico abdominal, infarto agudo do miocéardio e cancer de colo retal [46].
Efeitos benéficos da Dox sobre o metabolismo de ossos foram relatados, mesmo a

baixas concentragoes, entre 2-5 pugmL ™1 [45].

Os métodos de regeneracao dssea guiada (ROG) e regeneracao tecidual guiada
(RTG) sao terapias bem estabelecidas para reparar defeitos 6Osseos e teciduais,
baseiam-se no uso de meios fisicos para promover um selamento total de um lo-
cal anatdmico para prevenir que outros tecidos, principalmente tecido conjuntivo,
interfiram na osteogénese, bem como no direcionamento da formacao Ossea. Esta
barreira (membrana) é colocada em contato direto com a superficie dssea circundante,
posicionando o periésteo na superficie externa da membrana [1, 3]. Apesar de que, as
membranas convencionais para ROG e RTG fabricadas com diferentes polimeros mos-
tram excelentes resultados clinicos, um segundo procedimento cirtrgico é necesséria
para remover as membranas apos geragao de novo osso. Por outro lado, as membranas
degradaveis tem a vantagem de evitar uma segunda cirurgia a causa da sua degradacao
mais rapida. Outro desafio importante dessas membranas esta associado a sua capa-

cidade osteocondutiva, estabilidade mecanica e controle de infe¢des no local da cirurgia.

Portanto, Andaimes a base de nanofibras da mistura polimérica PCL/GEL com
nanoparticulas de HA na superficie das fibras e com a capacidade de liberar um anti-
bidtico de amplo espectro é um excelente candidato para a regeneragao 6ssea guiada

ou regeneragao tecidual guiada.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivos gerais

O presente trabalho objetiva a obtencao e caracterizacao de nanofibras com base na
blenda PCL/GEL e o composito PCL/GEL-nHA-Dox para a liberagao controlada de

doxiciclina.

1.1.2 Objetivos especificos

e Obtencao e caracterizacao fisico-quimica de nanofibras usando o processo
de eletrofiacdo de solugdes poliméricas (PCL/GEL) nas proporgoes (70/30),
(60/40) e (50/50) e das solugdes poliméricas contendo HA nanoparticulada e
Dox (PCL/GEL-HA-Dox);

e Avaliagao do perfil cinético de liberagao in vitro de doxiciclina encapsulada nas
fibras obtidas;

e Avaliacao da citotoxicidade e biocompatibilidade in vitro das fibras obtidas em

células normais (fibroblastos) e células de linhagem tumoral (A431);

e Avaliacao da atividade antibacteriana das fibras obtidas em bactérias Gram-

positivas (S. aureus) e Gram-negativas (P. gingivalis).



Capitulo 2

Materiais e Equipamentos

Neste capitulo serao listados os materiais utilizados no presente trabalho e suas res-

pectivas origens e purezas.

2.1 Reagentes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de alto grau de pureza e nao

sofreram qualquer tipo de purificacao.

Policaprolactona - (PCL) (Polysciences, Inc., EUA) - Polimero semicristalino,
hidrofobico e solavel em varios solventes organicos. Formula molecular (CgH10O3),
massa molar 43,000-50,000 g.mol~!. Ponto de fusao entre 59 °C a 64 °C. Lote 541261.

A Figura 2.1 mostra formula estrutural do polimero PCL.

Figura 2.1: Féormula estrutural do polimero policaprolactona.

Gelatina tipo B (Gel) obtida de pele bovina - (Sigma-Aldrich, Brasil) - O ntimero
de Bloom (proporcional a massa molecular média) da gelatina de pele bovina varia
entre 90-300. A gelatina é mais soluvel em agua quente do que em &agua fria, e é

praticamente insoluvel na maioria dos solventes organicos. O pH de uma solucao 1,5%

13
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a 25 °C é 5,0-7,5. Lote 051m0012.

Doxiciclina hiclato - (Araujo Manipulac¢ao) teor de 86%. Soluvel em agua e
metanol, ligeiramente soltivel em etanol. Umidade 1,4% - 2,8%. Conteudo de etanol
4,3 — 6,0%. A formula molecular C22H25C1N208‘%CQHGO'%HQO. Massa molecular
512,9 g.mol~!. Ponto de fusao 201 °C. O farmaco apresenta absorcao UV, em torno
de 270 e 360 nm e possui trés pKas: pKa; 3,02; pKay 7,97; pKag 9,15. Lote 1211159.

A Figura 2.2 mostra formula estrutural da doxiciclina.

« HCI
» 1/3H,0
. 1I'QCH3{;HQOH

Figura 2.2: Estrutura do hiclato de doxiciclina.

Outros materiais utilizados no trabalho
e Acido acético glacial (Grupo Quimica, Brasil) - teor minimo 99,8%
e Acetato de etila (Vetec, Brasil) - teor minimo 99,5%
e Pluronic F127 Surfactante nao-i6nico (Sigma-Aldrich, EUA)
e Nitrato de célcio (Synth, Brasil) - Reagente P.A. ACS., teor minimo 99,0%

e Fosfato de sodio dibésico anidro (VETEC, Brasil) - Reagente PA, teor minimo
99,0%

e Hidroxido de amonia (Synth, Brasil) - teor 28-30%
e Cloreto de sodio (Grupo Quimica, Brasil) - teor minimo 99,0%
e Cloreto de potassio (VETEC, Brasil) - teor minimo 99,0%

e Fosfato de potassio monobésico anidro (VETEC, Brasil) - Reagente PA, teor

minimo 99%
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e Agua deionizada proveniente de um sistema Milli-Q- Millipore (Millipore, EUA)
e Antibiotico (Penicilina e Estreptomicina) (Cultilab, Brasil)

e Dodecil Sulfato de Sédio (LGC Biotecnologia, Brasil)

e DMEM (Duldecco s Modified Eagle s)

e MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) - (Invitrogen,
EUA)

e Soro fetal bovino (Gidco, EUA)

e Tripsina-EDTA (0,25%) (Sigma-Aldrich, EUA)

2.2 Equipamento

2.2.1 Liofilizador

As liofilizagoes foram realizadas empregando-se o aparelho Thermo, modelo Savant
ModulyoD freezer Dyer.

2.2.2 Sonicador

As sonicagoes foram efetuadas em equipamento Vibra-cell High Intensity Ultrasonic

Liquid Processors operado a uma amplitude 30 %.

2.2.3 Equipamento de Eletrofiacao

O equipamento de eletrofiagao é constituido de uma fonte de alta tensao ajustavel de 0
a 30 kV Gamma High voltage, empregado para gerar o campo elétrico. Uma bomba de
infusao Harvard Apparatus PHD 2000, uma placa metalica de aco inoxiavel de 20x20

cm e uma agulha de 0,8 mm de diametro.

2.2.4 Analises texturiais

As anélises de area superficial especifica e a distribuicao do tamanho de poro foram
feitas por o método de BET e BJH, respectivamente. O equipamento empregado
foi o Autosorb 1-Quantachrome System. As amostras foram submetidas a vacuo para
sua desgaseificagdo a uma temperatura constante de 180 °C, por duas horas, para

eliminacao de possiveis contaminantes presentes. A amostra foi submetida a um fluxo
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de nitrogénio gasoso e posteriormente foi imersa em um banho de nitrogénio liquido

em condigoes criogénicas (T = -196°C).

2.2.5 Angulo de contato

A medida do angulo de contato caracteriza a afinidade entre a dgua e a superficie das
fibras. As medidas de angulo de contato foram feitas no equipamento Kruss modelo
DSA100 a 25°C. A aquisi¢ao e o tratamento de dados foram realizados pelo software
Drop Shape Analyzer. Foram obtidas 5 medidas de angulo de contato para gotas de 10

L de volume depositada na superficie da fibra.

2.2.6 Espectroscopia de absorcao na regidao do infravermelho

Os espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho foram registrados em espectro-
fotometro Perkin Elmer Spectrum GX obtido a partir de pastilhas de KBr na regiao
de 4000-400 cm™!.

2.2.7 Espectroscopia de absorcao na regiao do ultravioleta
visivel

Os espectros de absor¢ao na regiao do UV-Vis foram registrados em espectrofotometro
Thermo Multiskan Spectrum. Foram utilizadas cubetas de quartzo com 1 cm de cami-
nho 6tico. As analises foram feitas em agua e/ou tampao PBS pH 7,4 e medidos em
comprimentos de onda de 270 e 350 nm, picos esses caracteristicos do hiclato de doxi-
ciclina. Ambos foram usados para a quantificacao da Dox o primeiro para dessor¢ao

do farmaco das nHA e o segundo para a liberacao controlada a partir das fibras.

2.2.8 Analise térmica

Os experimentos de analise termogravimétrica TG/DTG e anélise térmica diferencial
DTA foram realizadas no aparelho TA Instruments modelo SDT Q600 com registro
simultaneo, sob atmosfera dindmica de Ny, com vazao de aproximadamente 50 mL
min~—!. A massa das amostras variou entre 5-10 mg e foi pesada em cadinhos de
alumina de 40uL, empregando-se uma razao de aquecimento de 10 °C min~—! de 25 até
700 °C. Os dados obtidos foram analisados no software TA universal Analysis 2000 e

posteriormente plotados utilizando o programa OriginPro 7.0, OriginLab Corportion.
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2.2.9 Cromatografia liquida de alta eficiéncia CLAE

A quantificacao da Dox liberada das fibras foi feita em equipamento de cromatografia
liquida de alta eficiéncia marca Shimadzu modelo LC 20AT, equipado com duas bombas
acopladas e dois detectores ligados em série: detector com arranjo de diodos (DAD)
UV /vis modelo SPD 20A Prominence operando a 270 e 350 nm. A coluna empregada
foi EC Nucleodur Cig (5 pm, 250 x 3 mm) e uma valvula de inje¢cao Rheodyne, com
um alga dosadora de 20 pL. A fase movel utilizada foi acido acético a 5 %: acetonitrila
(75:25 v/v). A aquisi¢ao e o tratamento de dados foram realizados pelo software LC

Solution.

2.2.10 Difracao de raios-X

A caracterizacao das fases cristalinas das amostras foram determinadas em um di-
fractometro de raios X Rigaku Geiger-flex 2037. Utilizou-se tubo de cobre e radiagao
de CuK, = 1,54051, operando a 30 kV e 30 mA, com a variagao do angulo 20 de 4 a

60° e velocidade de varredura de 40 min~!.

2.2.11 Microscopia eletronica de transmissao

A morfologia das amostras foi estudada por microscopia eletronica de transmissao
(MET) utilizando microscopio Tecnai G2-12 Spirit Biotwin FEI . As amostras foram
depositadas em um grid de cobre e recobertas com uma camada de 5 nanémetros
de carbono para facilitar a conducao de elétrons e evitar o acimulo de cargas e com

consequente destruicao da amostra.

2.2.12 Microscopia eletronica de varredura

A morfologia das amostras foi estudada por microscopia eletronica de varredura (MEV)
utilizando microscopio eletronico FEG-Quanta 200 FEI, com uma tensao de aceleracao
de 10 kV e magnificagoes de 30000 x. Os valores dos didmetros médios das fibras e
nanoparticulas foram obtidos pela medida de 50 fibras diferentes e 100 nanoparticulas,

com auxilio do software de edicao de imagens Image.J.



Capitulo 3

Parte Experimental

3.1 Sintese da hidroxiapatita

A hidroxiapatita foi preparada pelo método de co-precipitacdo com o copolimero
tri-bloco Pluronic F127 (EOgyPOg5 EOgg) como template e surfactante, de acordo com
o método descrito na literatura com algumas modificagoes [47, 48]. Pesou-se 3,00 g de
Pluronic F127 e foram dissolvidos em 100 mL de agua deionizada, em seguida foram
adicionados 9,45 g de Ca(NO3)s-4H,0 (0,04 moles Ca?"), deixando sob agitacao por 3
horas. Em outro béquer foram dissolvidos 3,41 g de NayH PO, (0,024 moles de PO} ")
em 60 ml de 4gua deionizada e o pH foi ajustado em 10 usando uma solugao de amonia
(28%). A solugdo de PO}~ foi adicionada gota a gota a solugao de Ca*?/F127, sob agi-
tagao. A mistura foi deixada sob refluxo, em banho de silicone a 90 °C', por 24 h, com
agitagao constante. Apds esse tempo o precipitado formado foi deixado em repouso por
24 h, depois foi filtrado e lavado com cerca de 500 mL de dgua. Por fim o precipitado
foi dividido em trés partes e cada uma delas submetida a diferentes tratamentos
térmicos. A primeira foi secada em estufa a 100 °C' por 24 horas (HA1), a segunda
calcinada a 550°C por 6 horas (HA2) e a terceira calcinada a 850°C' por 3 horas (HA3).

Para efeitos de comparacao e estudo do papel do surfactante na obtencao das
nanoparticulas, um segundo grupo de amostras de HA foram preparadas utilizando o
mesmo procedimento descrito acima sem o uso do copolimero F127 como surfactante.
O precipitado obtido aqui foi secado a 100 °C (HA4) e calcinado a 550 °C (HAb).

18
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3.1.1 Adsorcao de doxiciclina em hidroxiapatita

Para o estudo da adsor¢ao do farmaco doxiciclina na matriz ceramica de HA usou-se
o método convencional de “batch”. Assim, uma solugao de volume conhecido V (mL)
e concentragao inicial C; (mg/mL) do adsorvato foi colocada em contato com uma
quantidade conhecida de adsorvente (g), por um tempo maior ao tempo de equilibrio.
Apos filtragao do adsorvente, a concentragao de equilibrio C, (mg/mL) de adsorvato na
solugao foi medida e a quantidade adsorvida ¢. (mg/g) foi calculada usando a Equagao
3.1.
Je = (CI_QCC)V (3.1)
O ensaio de adsorcao foi feito para determinar capacidade de adsor¢ao do far-
maco pela HA sintetizada. Neste experimento foram utilizadas 350 mg das diversas
HAs obtidas e submetida a diferentes tratamentos térmicos. Essas foram colocados
em contato com 50 mL de uma solugdo de Dox (3,0 mg/mL) em PBS pH 7.4. Os
tubos foram mantidos por um periodo de interacao de 24 horas em um banho com
temperatura controlada de 25°C, e posteriormente a amostra foi centrifugada a 5000
rpm por 10 minutos. O composto HA-Dox foi separado do sobrenadante e liofilizado.
A quantidade de Dox adsorvida foi calculada a partir da diferenca entre a concentra-
¢ao inicial e a concentragao final do farmaco no sobrenadante, ap6s o contato com a
HA, as anélises foram realizadas em triplicatas. As concentracoes foram determina-
das usando-se uma curva de calibragao na faixa de 0,015 até 0,097 mM, obtida com
base em concentragoes conhecidas de Dox em PBS e analisadas em espectrofotémetro
UV-Vis, monitorando-se a absorcao do farmaco no comprimento de onda de 270 nm.
O presente experimento permitiu avaliar as diferentes capacidades de absor¢ao de Dox

pelas diferentes HA preparadas.

3.1.2 Dessorcao de doxiciclina da HA1l

O estudo de dessor¢ao da Dox adsorvida na HA1 foi feito para conhecer a cinética de
liberacao do farmaco. Num tubo plastico de 15 mL foram colocados 50 mg de HA1 e
4 mL de agua deionizada e submetidas & agitacao em wvorter. O estudo foi realizado
em triplicata. Em seguida, as solu¢oes foram mantidas sob agitacao em incubadora a
25°C. Em periodos de tempo de 0,5, 1, 2, 5, 10, 16, 24, 36, 48, 72 h, aliquotas de 3 mL
foram retiradas a cada tempo e repostas com dgua deionizada. Apos a centrifugagao
a 5000 rpm por 5 min a concentracao de Dox nos sobrenadantes foi determinada por

espectroscopia UV-vis.
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3.2 Preparacao das fibras

As fibras poliméricas uniaxiais & base da mistura policaprolactona/gelatina foram
preparadas em varias propor¢oes (70:30), (60:40) e (50:50) (m/m) na presenca e
auséncia de HA como matrizes para a liberagao controlada de Dox. Foram preparados

trés grupos de fibras para o presente estudo.

A preparacao da mistura polimérica foi feita utilizando como solvente uma
solugao de &cido acético glacial, acetato de etila e agua na proporcao de 3:2:1, a
concentragao total de polimero foi de 16% (m/m) e as proporgoes foram de 70:30
(PG1), 60:40 (PG2) e 50:50 (PG3) % (m/m) de PCL/GEL. Um segundo conjunto
de fibras igual ao anterior foi também preparado, porém com adigao de nHA, em
uma porcentagem de 7% com respeito a concentracao total da mistura polimérica
e foram identificadas como 70:30 (PGHA1), 60:40 (PGHA2) e 50:50 (PGHAS3).
Um terceiro grupo de fibras foi preparado com acréscimo de nHA e Dox, essas fi-
bras foram identificadas como 70:30 (PGHAD1), 60:40 (PGHAD?2) e 50:50 (PGHAD3).

3.2.1 Preparacao de matrizes de liberacao controlada de Dox
a base de nanofibras a partir da mistura de
policaprolactona e gelatina nas proporcdes (70:30),
(60:40) e (50:50) m/m (PCL:GEL) na presenca e
auséncia de HA

Inicialmente foram dissolvidos 1,44 g de GEL em 25,2 mL da solu¢ao que foi mantida
sob agitagao magnética, em temperatura entre 45-50°C, por 2 horas. Em seguida, foram
adicionados 3,36 g do polimero PCL na solucao e agitou-se até que o polimero estivesse
completamente dissolvido. A solugao foi dividida em trés partes iguais: a primeira
foi utilizada no processo de eletrofiacao para a obtencao da fibra PG1; as duas partes
restantes, foram adicionadas 110 mg de nHA. Estas nHA foram dispersadas em 1 mL
da mistura de acetato de etila e acido acético diluido e sonicada por 10 minutos a
uma amplitude de 30 % [39, 40]. Uma das duas partes restantes foi submetida ao
processo de eletrofiagao para a obtencao da fibra PGHA1L. Na tltima das trés partes
foram adicionados 50 mg de doxiciclina a qual foi deixada sob agitacao magnética,
por 3 horas. Posteriormente, esta solugao foi submetida ao processo de eletrofiacao,
para obtencao da fibra PGHADI1. De forma semelhante, os conjuntos de fibras PG2,
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PGHA2, PGHAD2 e PG3, PGHA3, PGHAD3 foram preparadas usando as quantidades
de PCL, GEL, nHA e Dox de acordo a Tabela 3.1.

Fibra
Componentes
70:30 (PCL:GEL) 60:40 (PCL:GEL) 50:50 (PCL:GEL)
«*PG1 {PGHA1 IPGHADI1 | PG2 PGHA2 PGHA2 | PG3 PGHA3 PGHAD3
PCL (g) 1,12 1,12 1,12 0,96 0,96 0,96 0,50 0,50 0,50
GEL (g) 0,48 0,48 0,48 0,64 0,64 0,64 0,50 0,50 0,50
HA (mg) — 110 110 — 110 110 — 110 110
Dox (mg) — — 50 - - 50 - - 50

*PG=PCL/GEL,
tPGHA=PCL/GEL-HA ,
{PGHAD=PGHA=PCL/GEL-HA-Dox

Tabela 3.1: Quantidades utilizadas de PCL, GEL, nHA e Dox na preparacao das fibras.

3.2.2 Eletrofiacao

No processo de eletrofiacao foram alterados os parametros de tensao aplicada, vazao e
distancia ao coletor, para a obtencao das fibras com as caracteristicas fisico-quimicas
desejadas. Apos ter as condigOes experimentais ajustadas, a solu¢ao polimérica foi
colocada numa seringa plastica de 5 mL, onde foi acoplada uma agulha de a¢o inox de
diametro interno de 0,8 mm. Uma fonte de alta tensao foi conectada entre a agulha
e o coletor para gerar uma diferenga de potencial de 10 kV. A seringa foi posicionada
na bomba de infusdo a uma taxa de vazao de 1,3 mL/h, sendo que a distancia entre a
ponta da agulha e o coletor foi fixada em 10 cm. As fibras foram retiradas do coletor
apos 8 horas de eletrofiacao e secas em estufa a vacuo a 40 °C por 24 horas. Na Figura

3.1 esta apresentado um esquema da montagem do processo de eletrofiacao.

3.3 Determinacao do teor total de doxiciclina na
fibra

A determinagao do teor de Dox nas nanofibras foi feita da seguinte maneira: 25 mg
de cada fibra PGHAD1, PGHAD2 e PGHADS3 foram dissolvidas em trés béqueres
vedados contendo 5 mL da mesma solucao utilizada para preparar as fibras. A mistura
foi mantida em agitacao magnética até degradagao das fibras. As amostras foram
filtradas e foi tomada uma aliquota de 20 puL. a qual foi injetada no equipamento

de CLAE. A condi¢ao de operacao do aparelho foi em modo isocratico, fase movel
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Figura 3.1: Montagem experimental utilizada na produgao das nanofibras por eletrofi-
acao.

constituida de acido acético 5%: acetonitrila (75:25, v/v) e a temperatura do forno
de coluna a 25 °C. A quantificagao da Dox foi realizada com auxilio de uma curva de

calibragao de concentragoes conhecidas de Dox no comprimento de onda de 350 nm.

3.4 Liberacao controlada de doxiciclina a partir das

nanofibras

O teste de liberagao in vitro da Dox, a partir das nanofibras, foi realizado da seguinte
maneira: 20 mg de nanofibras foram colocados em um tubo plastico de 15 mL e foram
adicionados 5 mL de solucao tampao fosfato pH 7,4 a uma temperatura de 37 °C sob

agitacao de 150 rpm em uma incubadora de bancada.

Em intervalos pré-determinados de 1, 2, 4, 10, 24 e 60 h foram removidas aliquotas
do meio de liberacao que foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos, e finalmente
foram adicionados 5 mL de novo meio. Apdés centrifugacao a 5000 rpm por 5 min, uma
aliquota de 20 uL. de cada amostra foi injetada no equipamento CLAE. A condigao
de operagao do aparelho foi em modo isocratico e fase movel constituida de éacido
acético 5%: acetonitrila (75:25, v/v) e a temperatura do forno de coluna a 25 °C. A
quantificagao da Dox foi feita com auxilio de uma curva de calibragao de concentragoes

conhecidas de Dox no comprimento de onda de 350 nm.
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3.5 Avaliacao do potencial de citotoxicidade in

vitro

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade das fibras foram realizados testes de cul-
tura celular utilizando dois modelos de células: uma cancerigena (células de carcinoma
epiderméide A431) (ATCC CRL- 1555) e outra de linhagem de células normais (fibro-
blastos 3T3-11).

3.5.1 Cultura celular

Os fibroblastos foram cultivados em garrafas de cultivo contendo meio Dulbecco s
modified eagle medium high glucose (DMEM) da Gibco Life Technologies (Cat. N°
12800-017), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibi6tico-
antimicotico (Penicilina 10.000 UI/mL / estreptomicina 10mg/mL, Cultilab). Ja as
células de carcinoma epiderméide, A-431, foram cultivadas em garrafas de cultivo
contendo meio Dulbecco’s Modified eagle s medium (DME) da Sigma-Aldrich (Cat.
N° D1152), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de aminoacidos nao es-
senciais (M7145, Sigma-Aldrich), 1% de L-Glutamina e 1% de antibiético-antimicotico
(penicilina 10.000 UI/mL / estreptomicina 10mg/mL, Cultilab). Essas células foram
mantidas em uma incubadora Revco elite II a 37°C e 5% de CO,, e quando atingiram
uma confluéncia de 70-80% o meio de cultivo foi desprezado e o tapete de células foi
lavado com PBS 1x pH7,2 estéril contendo 1% de antibidtico-antimicotico (penicilina
10.000 UI/mL / estreptomicina 10 mg/mL, Cultilab).

Posteriormente, as células foram tripsinizadas com 2-3 mL de uma solucao de
tripsina (2,5g/L) EDTA (250mg/L) (Cultilab) durante 3 minutos a temperatura de
37°C. Para inativar a tripsina foram adicionados 5 mL. do meio de cultivo suplemen-
tado com 10% de SFB e o contetudo da garrafa de cultivo foi centrifugado por 10
minutos a 1400 rpm. Apos esse periodo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet foi
ressuspendido com 1 mL de meio de cultivo suplementado, para entao efetuar-se a
contagem de células em uma camara de Neubauer com o auxilio de um microscopio
optico. Apos a contagem e definicao da densidade celular a ser distribuida nas placas,
cada pogo recebeu 1x10° células/poco e as placas foram incubadas a 37°C e 5% de

CO, por 48h, até as células atingirem a confluéncia.
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3.5.2 Teste de citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade foram feitos utilizando os eluatos das fibras PCL/GEL-HA-
Dox e PCL/GEL-Dox com o proposito de avaliar a viabilidade celular e a atividade
anticancerigena da doxiciclina na presenca e auséncia de HA. Os eluatos testados
tanto de Dox-HA como os da Dox foram obtidos apos de 48 horas de liberacao em
agua estéril a partir das fibras de PCL/GEL-HA-Dox e PCL/GEL-Dox, respectiva-
mente. A quantidade de farmaco liberado foi determinada através de uma curva de
calibracao e leituras a 270 nm por UV-vis. A partir dos dois tipos de eluatos foram
preparadas dilui¢oes nas concentracoes de 0,010, 0,020, 0,030, 0,040, 0,050 e 0,060 mM.

Aliquotas de 20 uL dos eluatos descritos acima foram misturadas com 180 ulL
de meio e adicionadas nas placas da cultura das células em estado de confluéncia. As
amostras e os respectivos controles foram testados em triplicata. As microplacas com
células A431 e fibroblastos foram novamente incubadas a 37 °C em estufa imida com
5% CO4 até sua analise em 24 e 48 h.

3.5.3 Ensaio de MTT

O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il| -2,5-difeniltetrazolio) ¢ um
teste colorimétrico utilizado para determinar a viabilidade celular através da atividade
da enzima redutase mitocondrial em células vivas. O sal amarelo tetrazolio (membrana
permeavel) é reduzido a cristais de formazan azuis/parpura por células metabolica-
mente ativas. Essa reducao ocorre somente quando a enzima redutase mitocondrial

esta ativa nas células e portanto, pode ser diretamente relacionada & viabilidade celular.

Apos deixar incubando as células em contato com os compostos testados nos
tempos estabelecidos, foi removido o meio com os materiais testados. As células em
placa foram lavadas utilizando solucao de PBS pH 7,4 estéril e foram adicionados 10
puL do reagente de MTT e 90 pl de meio sem vermelho de fenol. As placas foram
protegidas da luz devido a fotossensibilidade do reagente de MTT e incubou-se por
4 horas. Apos esse periodo foram adicionados 100 uL da solu¢ao de SDS em 10%
HCI e incubou-se novamente a placa por 12-18 horas. Por fim, a leitura das placas foi
realizada através do espectrofotometro de UV-Visivel no comprimento de onda de 570
nm. E importante ressaltar que foram feitos os controles negativos e brancos referentes

em todas as placas.
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3.6 Avaliacao da atividade antibacteriana

A atividade antimicrobiana foi testada in vitro, pelo método de difusao utilizando
fibras de 5 mm de didmetro que foram colocadas na superficie de uma placa de
agar, contendo bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus) e Gram-negativas
(Porphyromonas gingivalis). Essa avalia¢ao foi realizada com bactérias do laboratério
de Biomateriais e Microbiologia do Departamento de Odontologia da UFMG coorde-

nado pela Profa Dra. Maria Esperanza Cortés.

Neste método, as diferentes fibras PG, PGHA e PGHAD foram depositadas na
superficie de uma placa de agar que foi inoculada com uma suspensao padronizada
das bactérias a serem testadas. Discos de papel no qual foi aplicado 10 pl. de uma
soluc@o de Dox na concentracao de 20 pg/mL foram utilizados como controles positivos.
As placas foram incubadas durante 24 h & temperatura de 37 °C. Apoés o periodo de
incubagao, mediram-se os halos de inibicao. Os experimentos foram realizados em
triplicata [49].

3.7 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio do software GraphPad 5.0. As comparagoes
multiplas entre grupos foram realizadas utilizando a analise de variancia (ANOVA) e

o teste de Tukey.



Capitulo 4

Resultados e Discussoes

Neste capitulo serao apresentados os resultados e a discussao da preparacao dos materi-
ais e sua respectiva caracterizagao fisico-quimica através das técnicas de analise térmica
(TG/DTG e DTA), isotermas de adsor¢ao de nitrogénio (BJH/BET), espectroscopia

de infravermelho, difracao de raios X e microscopia eletronica de Transmissao.

4.1 Caracterizacao das nanoparticulas de

Hidroxiapatita

4.1.1 Espectros FTIR de absorcao na regiao do Infravermelho

Os espectros de FTIR das nanoparticulas de Hidroxiapatita estao apresentados nas

Figuras 4.1 e 4.2. Analisando o espectro da HA1 na Figura 4.1, verificam-se bandas

1

carateristicas da HA em 3572 cm™" associada ao estiramento do grupo OH. Uma

banda larga entre aproximadamente 3692 cm™! a 3100 cm™! e a banda relativamente

! correspondem & 4dgua adsorvida [50]. Em 1034 cm™!, junto

1

estreita em 1634 cm™
com um ombro em 1090 cm~! bem como outra em 962 cm~! sao bandas associadas
aos modos de vibracao simétrico e assimétrico do grupo PO, respectivamente.
Verificam-se ainda bandas em 632 cm™! e na faixa de 634-564 cm™! pertencem aos

fons ortofostato da rede cristalina da HA como mostrado na Figura 4.2.

As bandas de baixa intensidade em 2360 cm ™! e 2336 cm ™! identificadas em todas
as amostras, podem ser atribuidas a CO, adsorvido da atmosfera durante a realizacao

1 1

da analise. Foi observado um dupleto em 1456-1422 cm™" e uma banda em 874 cm™

pertencente ao fon COz2 Ela é consequéncia da substituicio de uma quantidade

26
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pequena de fons PO;? ou OH por CO3? na estrutura da apatita. Existem dois tipos
de apatita carbonatada, de acordo com o tipo de substituicdo do grupo CO32. Tipo A
localizada em 1544 e 879 cm ™', quando os fons CO3? substituem parcialmente o sitio
dos fons OH, e tipo B localizada em 1455 e 1409 cm™!, quando substitui os fons PO, *
[14].

.y HZO //_\/,\‘r”\\/ \\
© » / co(1456) |
> \V/ (1422)
3 l OH (634)
& OH (3570)
IS
a PO4(604)
o
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(566
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Figura 4.1: Espectro de absor¢ao na regiao do infravermelho da HAT1.
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Figura 4.2: Espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho das HAs sintetizadas
com surfactante HA1 (o) seca a 100 °C, HA2 (e) seca a 550 °C, HA3 (e) calcinada a
850 °C e sem surfactante HA4 («) seca a 100 °C e HA5 (o) seca a 550 °C.
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4.1.2 Analise térmica

As curvas TG, DTG e DTA das nanoparticulas de HA sao apresentadas nas Figuras
4.3, 4.4 e 4.5 respectivamente.

100
99 4 HA2
X 98+
§ ] HAS
@ 97
® |
£ %6-
© g HA1
© i
° 95
5 ]
O 94
93 HA4
92 : T X T T T T T T T i T T
100 200 300 400 500 600 700
Temperatura / °C

Figura 4.3: Curva TG das nHA sintetizadas com surfactante HA1(e) seca a 100 °C,

HA2 (o) seca a 550 °C e sem surfactante HA4 (¢) seca a 100 °C ¢ HA5 (e) seca a 550
°C.

Analisando as curvas TG das HAs sintetizadas sem surfactante, apresentadas
na Figura 4.3, observa-se que estas mostram uma perda de massa constante entre
25-700 °C' e um perfil diferente quando comparadas com as sintetizadas empregando
o surfactante. A perda total de massa de HA1, HA2, HA4 ¢ HA5 foi 5,39%, 1,64%,
12,04% e 3,30%, respectivamente. Avaliando os dados de perda de massa para
as diferentes HAs, pode-se afirmar que as diferengas estao relacionadas a maior
quantidade de moléculas de 4gua tanto adsorvidas superficialmente quanto as que
fazem parte da estrutura intracristalina das amostras sintetizadas sem surfactante. As
moléculas de dgua adsorvidas na superficie sao liberadas a temperaturas entre 25 a
200 °C, e as intracristalinas na faixa de 200 a 400 °C, como relatado na literatura em

sistemas semelhantes |19, 51, 52|

As curvas DTG e DTA para as HAs apresentaram um tnico evento térmico, um
pico exotérmico em torno de 466 °C, associado & perda de dgua da amostra HA4 como

pode ser identificado nas Figuras 4.4 e 4.5.
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Figura 4.4: Curva DTG das nHA sintetizadas com surfactante HA1 (e) seca a 100 °C,
HA2 (o) seca a 550 °C e sem surfactante HA4 (¢) seca a 100 °C e HA5 (o) seca a
550°C.
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Figura 4.5: Curva DTA das nHA sintetizadas com surfactante; HA1 (e) seca a 100 °C,
HA2 (o) seca a 550 °C, HA4 (#) seca a 100 °C ¢ HA5 () seca a 550 °C.
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4.1.3 Determinacao de area superficial especifica e tamanho

de poro

Visando obter algumas informacgoes sobre a area superficial especifica, assim como da
caracterizagao textural do material sintetizado da HA, foram feitas as isotermas de

adsorcao usando os métodos de BET e BJH, respectivamente.

Na Figura 4.6 apresentam-se as isotermas de adsorc¢ao/dessor¢ao das HAs sub-
metidas a diferentes tratamentos térmicos. A isoterma da amostra HA3 calcinada a
850 °C apresentou um regime de adsorgao baixo e paralelo ao eixo x, associado com
superficies de materiais nao porosos. Essa amostra apresentou a menor area superficial
e um tamanho de poro irregular quando comparada com as outras HAs. No entanto,
houve o aumento agudo na adsor¢ao a pressoes acima de 0,9 para as outras amostras
tratadas termicamente a temperaturas menores de 550 °C. Neste ponto, a quantidade
de gés adsorvido aumenta abruptamente com uma pequena variagao de pressao, fato

esse que pode ser atribuido & adsorgdo do material na superficie mesoporosa [53].

400 4 :
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| // ;“
100 - g
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Figura 4.6: Influéncia do tratamento térmico sobre as isotermas de adsor¢ao e dessorgao
de N2 sobre as nHA; HA1 (e) seca a 100 °C, HA2 (o) seca a 550 °C, HA3 (e) seca a
850 °C, HA4 (e) seca a 100 °C e HA5 (+) seca a 550 °C.

A HA1 foi a amostra com a maior area superficial, como consequéncia da maior
quantidade de adsorcao de nitrogénio. A analise da area especifica mostrou que a
area diminui com o aumento da temperatura de secado da hidroxiapatita. Além disso,

verificou-se que a auséncia ou presenga do surfactante na sintese da HA nao exerceu
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Figura 4.7: Distribui¢do do tamanho de poro das nHA; HA1 (e) seca a 100 °C, HA2
(o) seca a 550 °C, HA3 (o) seca a 850 °C, HA4 (+) seca a 100 °C e HA5 (o) seca a 550
°C.

efeito nenhum sobre a 4rea superficial das nanoparticulas obtidas: 67 m?/g para HA1

e 66 m?/g para HA4.

De acordo com dados da literatura, se tem uma classificacao dos poros em
funcio de seu diametro, sendo que os poros com diametro dentre 20 < ¢ < 500 A sdo
considerados mesoporosos [54]. Portanto, as HAs obtidas sdo um material mesoporoso,
elas apresentaram poros com diametros na faixa de 123 < ¢ < 340 A. Na Figura 4.7
apresenta-se a distribui¢cao do tamanho de poro das nanoparticulas de HA. A HA seca
a 550 °C apresentaram uma maior superficie porosa, no entanto, quando calcinadas a
850 °C as particulas sofreram uma remocgao dos poros, como consequéncia do aumento
na densificacao do material. Esse efeito é dado como consequéncia da for¢a motriz de
sinterizagao que tende a reduzir a energia interfacial entre as particulas, deste modo o

tamanho do grao dessas particulas aumentou.

A distribuicao de tamanho de poro obtida para as amostras de HA mostrou um
aumento de poro somente acima de 850°C, mas isso esta relacionado com as irregu-
laridades da superficie. A &area superficial e o tamanho de poro das amostras sao

apresentados na Tabela 4.1.
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Tamanho das

Amostra Area superficial Tamanho de
especifica (m?/g) poro (A) nanoparticulas (nm)
HA1 67 123 40,5
HA2 40 254 67,8
HA3 8,0 254 175
HA4 66 254 48,2
HA5 47 340 47.4

Tabela 4.1: Area superficial, tamanho de poro e tamanho das nHAs

4.1.4 Difracdo de raios X em poé

Os difratogramas de raios X (DRX) em po6, da HA seca a 100°C e 550°C e calcinada a

850°C, sao apresentados na Figura 4.8.

Intensidade / u.a.
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Figura 4.8: Difratogramas de DRX das nanoparticulas de hidroxiapatita. HA1(e),
HA2(e), HA3(e), HA4(+) e HA5(e).

Analisando os difratogramas das nanoparticulas de HA observou-se em geral um

padrao semelhante de difracao com pequenos deslocamentos nos picos. Os picos mais
intensos correspondem ao angulo 20 = 31,66°, relativo ao plano (211); 20= 32,76,
relativo ao plano (300) e 20 = 25,74, relativo ao plano (002). Pela analise comparativa
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dos difratogramas obtidos e o padrao disponivel no banco de dados JCPDS (9-0932),

verifica-se a presenga de picos caracteristicos da HA em todas as amostras [55].

Os perfis XRD da HA nao mostraram nenhuma fase de composicao de HA
em fases secundérias, tais como o-TCP, S-TCP, TTC ou CaO. Verificou-se também
que as amostras apos calcinacao mostravam maior resolucao e estreitamento dos
picos. Esses resultados sugerem que a HA sem tratamento térmico apresentava baixa
cristalinidade, e aumentou apés tratamento térmico. Na literatura é relatado que a
HAs preparadas por métodos de precipitacao em solugao aquosa apresentam picos

com baixa resolucao [56, 57].

Por outro lado, a presenga do surfactante (Pluronic F127) nao influenciou a
formacdo de fases, como verificado pelos DRX. E possivel perceber que as posicoes
dos picos e as intensidades coincidem para as amostras sintetizadas com presenca e
auséncia de surfactante. Também foi possivel confirmar que produtos intermediarios,

por exemplo, fosfato de tricalcio nao estao presentes na amostra.

O processo de sinterizacao de HA pode conduzir & decomposi¢ao térmica parcial
em TCP e/ou CPPD. Dois fenémenos ocorrem: a desidroxilagao para oxihidroxiapatita
em temperaturas entre 850-900 °C e a decomposicao para TCP e CPPD a temperaturas
superiores a 1000 °C', esse processo é recomendado para o aumento das propriedades
de resisténcia mecénica das mesmas. Por outro lado, a obtencao de HA com baixa cris-
talinidade sao utilizadas para aplicagoes que nao precisam de propriedades mecanicas,
dado que nanoestruturas amorfas sao mais proximas ao osso natural, além disso, sao
reabsorvidas mais rapidamente pelo corpo, e como discutidas anteriormente, possuem
maior area superficial e maior didmetro de poro propriedades essas que permitem sua
utilizagao como sistema carregador de farmacos e fatores de crescimento em sistemas

de regeneragao Ossea [58|.

4.1.4.1 Determinaciao do tamanho de cristalito

A determinacao do tamanho de cristalito, a partir de perfis de difracao de raios X,
foi feito através de analise qualitativa comparando-se as larguras-totais-a-meia-altura
(Full-Width-at-Half-Maximum, FWHM) das amostras, do plano (002) que correspon-
dem ao pico 20= 25,74 dos difratogramas. Foi calculado o tamanho aparente médio
do cristalito, por ser este um pico isolado e bem definido, de acordo com a férmula de
Debye Scherer 4.1:
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. 0,9\
 FWHMcosOp

(4.1)

Em que t é o tamanho do cristalito, A = 1,5406 A é o comprimento de onda
da radiacao, CuK,, FWHM ¢ a largura a meia altura para o pico de difragao sob
consideragao, em radianos e Op ¢ o angulo de intensidade méxima. Foi feita uma

correcao do erro instrumental no DRX usando um padrao de silicio que possui uma
FWHM de 0,3563 (°).

Na Tabela 4.2 estao os resultados dos parametros do angulo 20, da largura-
total-a-meia-altura e os tamanhos de cristalito, obtidos das amostras de HA, com o
auxilio do software Origin 7.0. Analisando os dados da Tabela 4.2 observa-se que o
tamanho do cristalito da fase foi maior nas amostras HA1 e HA4, secas a 100 °C quando
comparado nas amostras HA2 e HA5, secas a 550 °C. Essa mudanga pouco comum no
tamanho de cristalito apos calcinagao também foi observado por Gibson et al [59] e
foi atribuida a perda de dgua (desidratagdo) para apatitas deficientes em ions calcio.
Por outro lado, Pang et al. verificou que a diminuicao do tamanho do cristalito apos
calcinagao a temperaturas de 650 °C para nanoparticulas de HA nao era devido a perda
de &gua nas moléculas de HA [60]. E possivel observar que a amostras calcinadas a
850 °C apresentaram o maior tamanho de cristalito devido ao processo de agregagao

pelo tratamento térmico.

Amostra 20(°) FWHM (rad) t (nm)
HA1 25,75 0,00389 36,51
HA2 25,73 0,00489 29,10
HA3 25,74 0,00283 50,18
HA4 25,75 0,00407 34,97
HA5 25,75 0,00495 31,96

Tabela 4.2: Valores de tamanho de cristalito das amostras de HA determinados pelo
método de Debye Scherer.
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4.1.5 Morfologia das HAs secas a 100 °C, 550 °C e calcinada
a 850 °C

A morfologia e a geometria das nanoparticulas foram caracterizadas utilizando-se
MET. A Figura 4.9 mostra as micrografias MET das nanoparticulas apés diferentes
tratamentos térmicos. Um dos propositos da utilizagao de surfactantes e/ou modifi-
cadores organicos na sintese de cristais de HA, é a obtengao de nanoparticulas com

morfologia e tamanho controlado [61].

Nas imagens da Figura 4.9, é possivel observar que as amostras apresentaram
tamanho nanométrico com forma de bastoes e pouca aglomeragao. Verifica-se ainda
que a presencga do surfactante teve pouco efeito sob a morfologia das nanoparticulas.
A 550 °C ocorre uma remocao do surfactante presente na superficie das nanoparticulas
como foi evidenciado nas imagens da Figura 4.9d. Na Figura 4.9¢ é possivel observar
que a morfologia da HA tratada a 850 °C é diferente das outras, tem maior tamanho

de grao e apresentou uma superficie sem poros.

< ¥

Figura 4.9: Imagens da MET das nanoparticulas da HA. a) HA4 seca a 100°C, b) HA5
seca a 550°C, c¢) HA1 seca a 100°C, d) HA2 seca a 550°C ¢ e¢) HA3 calcinada a 850°C.

As HA mostram propriedades mecénicas e biologicas superiores quando compa-
rada com outros materiais ceramicos [62]. O potencial uso da HA vai depender das
caracteristicas estruturais, bem como das caracteristicas morfologicas. Assim, HA se-

cas a temperaturas inferiores a 550 °C poderiam ser empregadas como um material
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para promover um rapido crescimento de osso por ser menos cristalina. Por outro lado,
as HA secas a temperaturas acima de 550 °C sao um material mais denso, microestru-
turado e com melhor resisténcia, encontrando aplicabilidade como substituto 6sseo de

baixa carga fisiologica |63, 64].

4.1.5.1 Tamanho das nanoparticulas de hidroxiapatita (HA1)

Como observado nas imagens da Figura 4.10, as nanoparticulas apresentaram unifor-
midade, pouca aglomeracao e tém formato de bastonetes. A partir dessas micrografias,
foi possivel medir a distribuicao do tamanho das nanoparticulas utilizado o software
de anélise de imagem “ImageJ”. Com esse software determinou-se o diametro e com-
primento delas. Como mostrado no histograma da Figura 4.10, o didmetro e o com-
primento obtidos foram 27,5 + 6,6 nm e 39,6 + 16,8 nm respectivamente, sendo que
foram selecionadas aleatoriamente 100 particulas para realizar o calculo. Em geral,

todas as HAs mostraram as mesmas caracteristicas de forma e de tamanho.
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Figura 4.10: a) Mostra a distribui¢do do didmetro e b) Mostra a distribuigao do com-
primento das nanoparticulas de hidroxiapatita HA1 na forma de histograma.

4.2 Adsorcao de Doxiciclina em HA

4.2.1 Determinacao da capacidade de adsorcdao de Doxiciclina
em HA

Como intuito de aprofundar nos processos de adsorcao do antimicrobiano Dox nas
matrizes nanoparticuladas de HA e determinar a capacidade de adsorcao das mostras
submetidas a diferentes tratamentos térmicos, foi feito um estudo que apresentou os
seguintes resultados: a capacidades de adsor¢ao em miligramas de farmaco por grama
de HA para a HA1 foi 87,1 mg/g, para a HA2 8,6 mg/g, HA4 59,0 mg/g e para HAS

49,0 mg/g. Verifica-se uma maior absor¢ao de Dox pela HA1 a qual tem uma maior
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area superficial como discutido acima. Vale a pena salientar que a amostra HA4 a qual
tem a mesma area superficial que a HA1 apresentou uma menor adsorgao de Dox. Esse
resultado pode ser explicado uma vez que a HA1 foi sintetizada utilizando surfactante
e parte do mesmo pode ter ficado retido na superficie das nanoparticulas gerando,
uma maior capacidade adsortiva através da formacao de ligacoes de hidrogénio entre a

matriz carreada de surfactante e o farmaco Dox.

4.2.2 Dessorcao de Doxiciclina

Estudos sugerem que as tetraciclinas se ligam a superficie das apatitas, formando
complexos, a partir de diferentes dtomo ou grupos coordenantes do farmaco [65].
Por outro lado, a Dox possui trés hidrogénios ionizéveis que influenciam muito seu
comportamento quimico na faixa de pH de 3 a 9. Em consequéncia disso, os pKay
associados a Dox sao: pKa; 3,4; pKay 7,7; pKaz 9,3 [66]. Portanto, a molécula estara
carregada positivamente a pHs menores do que pKa;, carregada negativamente a pHs
maiores do que pKag e em forma de zwitteridonica entre eles. A forma cationica da Dox
poderia se ligar aos sitios negativos da HA em condigoes acidas, gerando uma elevada
adsorcao. Por outro lado, a espécie anidnica seria repelida da superficie da HA em
pH alcalino. Entretanto, a HA mostra uma baixa estabilidade quimica em pH abaixo
de 4 [67]. Portanto, o processo de adsorgao/dessor¢ao da Dox em HA é um processo
complexo o qual depende de fatores como a concentracao de equilibrio do farmaco,
do pH, da temperatura e da natureza da interacao farmaco-HA. A HA como um
dispositivo carregador de farmaco é limitada e exige a modificacao da sua superficie
visando incrementar sua capacidade para carregar tanto moléculas hidrofilicas quanto
hidrofébicas. No caso de moléculas pequenas e hidrossoliveis, como Dox, adsorvidas

em HA, tem-se observado uma liberacao rapida do farmaco [23].

No entanto, os estudos que tém demonstrado viabilidade da HA em sistemas
carreadores de farmacos, sao sistemas de liberacao local. Nesses sistemas, a HA é
empregada seja como uma cerdmica microcristalina ou como um cimento para promover
regeneragao dos ossos, e o farmaco é liberado localmente para evitar infecgoes |68, 69].
Analisando os resultados obtidos da liberagao da Dox, apresentados na Figura 4.11, o
sistema mostra um perfil de libera¢do pronunciado com aproximadamente o 50% do
contetudo total do farmaco liberado na primeira hora. Segundo dados da literatura,
o ponto isoelétrico (PI) da HA em &gua ocorre numa faixa levemente acida de pH
entre 5 e 7 [67], assim a pH 7,4 a HA possui carga negativa, pelo que somado ao

carater anfotérico da Dox nesse mesmo pH, esperar-se-ia uma interacao eletroestatica
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Figura 4.11: Curva de liberagao controlada de doxiciclina a partir das nanoparticulas
de HA1.

entre a carga positiva da Dox e as hidroxilas da HA. No entanto, os resultados obtidos
mostraram que o farmaco possui predominante carga negativa, e como resultado ha
uma repulsao entre Dox e HA. Outra questao importante da adsor¢ao de Dox em HA,

é que os fons calcio na superficie desta estao pouco implicados no processo de adsorcao.

4.3 Caracterizacao das fibras obtidas pela técnica

de eletrofiacao

No presente trabalho serao apresentados os resultados da caracterizacao das fibras ob-
tidas por eletrofiacao a partir da mistura polimérica de policaprolactona e gelatina
(PCL/GEL). Além disso, foram preparadas as mesma fibras contendo HA e Dox de-
nominadas de (PCL/GEL-HA) e (PCL/GEL-HA-Dox), respectivamente.

4.3.1 Analise térmica

O PCL, a gelatina e a doxiciclina foram analisados através das técnicas de anélise
térmica (TG/DTG/DTA). As Figuras 4.12, 4.13, 4.14 apresentam as curvas termogra-

vimétricas do PCL, gelatina e Dox, respectivamente.

Analisando a curva TG do polimero PCL apresentada na Figura 4.12 verifica-se
um patamar de estabilidade térmica até aproximadamente 355 °C. Observa-se ainda

que apoOs essa temperatura o polimero sofre uma termodecomposicao completa até a
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temperatura de aproximadamente de 413 °C (valor méximo do pico da curva DTG).

Verifica-se uma perda de massa total na temperatura final de 700 °C.
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Figura 4.12: Curvas TG/DTG e DTA do PCL.

A curva DTA na Figura 4.12, mostra um pico endotérmico em torno de 66 °C
que corresponde & temperatura de fusao do PCL. Apoés fusao, observou-se outro evento
endotérmico seguido de um exotérmico, o qual corresponde & decomposi¢ao térmica
completa do polimero. Estes dados estao de acordo com o reportado na literatura

70, 71].

Na Figura 4.13 estdo apresentadas as curvas TG/DTG e DTA da gelatina.
Analisando a curva TG verifica-se que a mesma nao apresenta estabilidade térmica e
o processo de termodecomposicao é um fendémeno lento de acordo com o pico largo da
curva DTG entre 25-250 °C. A mesma sofre a termodecomposi¢gdo completa apos essa
temperatura até aproximadamente até 330 °C. O residuo final da gelatina foi de 25%

a uma temperatura final de 700 °C.

O farmaco doxiciclina se apresenta em trés formas: hiclato, cloridrato e monoi-
drato. A porcentagem de doxiciclina na forma de hiclato ¢ de 86,6% e cristaliza como
hemiidrato e hemialcoolato conjuntamente [72|. Na Figura 4.14 estdo apresentadas as
curvas TG/DTG e DTA da doxiciclina.

A curva TG da doxiciclina mostra trés eventos de perdas de massa. O primeiro
deles ocorre entre 135 e 190°C, e corresponde a eliminagao de meia molécula de

etanol e meia molécula de 4dgua, que equivale a uma perda de massa de 7%. Os
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Figura 4.14: Curva TG, DTG e DTA da doxiciclina.
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eventos seguintes correspondem a duas perdas de massa, em 222 °C e 288 °C, que

correspondem as outras etapas de decomposicao.

Na curva DTA observa-se o evento endotérmico referente a perda das moléculas
de agua e etanol em torno de 167 °C. A 201 °C a doxiciclina comeca a se decompor,
sem fundir. Depois disto, ha um pico exotérmico a 227 °C o que corresponde a ao

processo de termodecomposi¢ao parcial [73].

4.3.2 Analise por infravermelho

Na Figura 4.15 estdo apresentados os espectros FTIR de (a) PCL, (b) gelatina, (c)

doxiciclina (d) hidroxiapatita.
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Figura 4.15: Espectro de absor¢ao na regiao do infravermelho FTIR para gelatina,
policaprolactona, doxiciclina e hidroxiapatita.

As bandas tipicas do polimero PCL sao os estiramentos da carbonila (C=0) a
1727 cm™!, os estiramentos simétrico e assimétrico em torno de 2865 e 2949 cm™!
atribuidas ao grupo CH,. A banda em 1296 cm™! caracteristica do estiramento na fase

cristalina de C-O e C-C, também o estiramento assimétrico em 1238 cm™! atribuido

ao C-O-C [74].

A gelatina apresenta uma banda intensa posicionada em 3100-3500 cm™! devida

a presenca de dgua livre e é também a regiao onde se apresentam as bandas de amida-A
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e amida-B, no caso de proteinas. Além disso, a gelatina possui grupos caracteristicos
que apareceram em aproximadamente 1650 cm™! (amida I) e 1540 cm™! (amida IT)
atribuidas as vibragoes de estiramento da ligacao C=0 e pelo acoplamento da flexao

da ligacdo N-H e o estiramento das ligagoes C-N, respectivamente [75].

O FT-IR da Dox apresenta varios picos agudos entre 1600 e 1400 cm™! corres-
pondentes as ligacoes arométicas C=C, o pico a 1242 ecm~! é atribuido & ligacao C-O.
As bandas a 3400 e 3200 cm ™! sdo caracteristica do OH e NH primaria respectivamente
[76].

4.3.3 Difracao de raios X

Foram realizadas as analises de raios X de p6 do polimero PCL, gelatina, hidroxiapatita
e doxiciclina, cujo padrao de difragao estao apresentado na Figura 4.16. O difratograma
do PCL mostra dois picos intensos encontrados em aproximadamente 20 = 21,25° e
23,60°, pertencentes aos planos (110) e (200). Os picos apresentaram um halo devido
possivelmente & regiao amorfa do PCL [77]. O padrao de difragdo da gelatina é um
perfil completamente amorfo. A Dox apresenta um perfil de substancia policristalina
com picos estreitos a 10,381, 15,421, 17,461, 19,141, 19,701, 22,321, 23,801°no seu
difratograma [76].

Intensidade / u.a.

Doxiciclina

10 20 30 40 50 60
20 / Graus

Figura 4.16: Padrao de difragao de raios X de p6 do PCL, Gelatina, Doxiciclina e HA1.
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4.3.4 Angulo de contato

As caracteristicas de hidrofilia/hidrofobia das fibras sdo propriedades fisico-quimicas
que influenciam consideravelmente os processo de adesao e migragao celular na
interface entre o tecido humano e a superficie da fibra, visando utiliza-las como um
implante [42]. Portanto, a inclusao de gelatina em PCL aumenta a intera¢do das
células com as fibras quando comparada com uma fibra de PCL puro. Um dos métodos
mais simples de estimar as propriedades de adesao superficial dos materiais é o angulo
de contato. Fibras do polimero PCL puro mostram um angulo de contato de 118° em

agua [78].

As fibras da blenda PCL/GEL (70/30), (60/40) e (50/50) foram identificadas
como PG1, PG2 e PG3 respectivamente. As fibras PCL/GEL-HA (70/30), (60/40)
e (50/50) as quais contem HA, sdo identificadas como PGHA1l, PGHA2 ¢ PGHA3
respectivamente. Os resultados da medicao do angulo de contato das nanofibras mos-
traram que somente as fibras PG1 e PGHA1, as quais possuem o maior teor do PCL,
apresentaram um angulo de contato diferente de zero, com valores de angulo de 31,85°
e 32,65 °, respectivamente. Com o aumento do teor de gelatina nas fibras, aumenta
a molhabilidade e o carater hidrofilico das mesmas. A gota de agua deionizada que
foi gotejada sob as superficies das fibras PG2, PGHA2, PG3 ¢ PGHA3 nao consegue
manter-se na superficie e rapidamente desaparece. Esses resultados estao de acordo

com aqueles obtidos por Zhang et al., [47].

Figura 4.17: Imagem da gota de adgua sobre a superficie da fibra PGHI.

Por outro lado, a adi¢ao de nanoparticulas de HA nas fibras nao mostrou nenhum
efeito sob o equilibrio hidrofilico/ hidrofébico. No entanto, acredita-se que a HA torna
a superficie da fibra ainda mais hidrofilica e aumenta o grau de atracao que a superficie

da fibra exerce sobre outros materiais [42]. A Figura 4.17 mostra a imagem de uma
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gota de 4gua sobre a superficie da fibra PGH1. O alto grau de hidrofobicidade das
fibras 60:40 e 50:50 (PCL/GEL) fez com que a gota de dgua sobre a superficie dessas

fibras fosse absorvida rapidamente.

4.3.5 Analise térmica

As Figuras 4.18, 4.19 e 4.20 mostram as curvas TG, DTG e DTA das fibras PCL/-
GEL(70/30), PCL/GEL(60/40) e PCL/GEL(50/50) identificadas como PG1, PG2 e
PG3, respectivamente. Analisando as curvas TG verifica-se que a estabilidade térmica
da fibra diminuiu, enquanto aumentou o teor da gelatina, que é o componente menos

estével termicamente.
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Figura 4.18: Curva TG, DTG e DTA da fibra PG1.

A partir da curva TG da fibra PG1 apresentada na Figura 4.18 determinou-se a
primeira perda de massa atribuida a dgua e a outros componentes volateis na faixa
de 25-120°C, que correspondem a 5,6%. Na curva DTA foi possivel observar um
pico endotérmico a 60,84 °C caracteristico da fusdao do PCL. A curva DTG permite
observar dois eventos de perda de massa a 316 °C e 407 °C devido a decomposi¢ao de
gelatina e PCL, respectivamente. O residuo apods tratamento térmico até 700 °C da

amostra foi de 3,1%.

As curvas DTG das fibras PG2 e PG3 apresentadas nas Figuras 4.19 e 4.20
respectivamente, mostram a existéncia dos dois eventos proéprios de cada polimero,
no caso da gelatina apresenta um evento que aumenta enquanto o teor de gelatina

se incrementa na fibra. Esses fatos podem ser interpretados como uma evidéncia da
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formagao de uma blenda imiscivel, no entanto composta por duas fases com boa adesao
interfacial. Além disso, misturas poliméricas completamente misciveis caracterizam-se
por ter uma tnica temperatura de T, em todas as proporcoes da blenda, o que indica
miscibilidade no nivel molecular. Assim, os sistemas obtidos sao sistemas compativeis,
definidos como um estado intermediario entre miscibilidade e imiscibilidade, onde as

propriedades da mistura polimérica vao depender das proporgoes poliméricas [79].
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Figura 4.19: Curva TG, DTG e DTA da fibra PG2.
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Figura 4.20: Curva TG, DTG e DTA da fibra PG3.

Na Tabela 4.3 estao apresentados os resultados dos principais eventos termo-
gravimétricos das Fibras PG1, PG2, PG3, PGHA1, PGHA2 ¢ PGHA3. Analisando
os dados da Tabela 4.3. verifica-se que a medida que o teor de gelatina aumentou, a

temperatura de decomposigao (Ty) das fibras diminui, o que indica que a estabilidade
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Fibra T PCL/°C Am, (dgua) % Residuo T4 Gel/°C T4 PCL/°C
PCL 59,5 - 0 - 413
PCL/GEL(70/30) 56,3 5,60 3,14 322 408
PCL/GEL(60/40) 54,0 7,56 7,46 320 405
PCL/GEL(50/50) 55,7 10,2 14,5 332 394
PCL/GEL(70/30)-HA 55,6 7,67 14,9 326 402
PCL/GEL(60/40)-HA 53,4 9,36 11,2 331 402
PCL/GEL(50/50)-HA 51,5 11,1 15,8 331 395

Am; = Porcentagem de perda de agua
Tabela 4.3: Principais eventos térmicos nas fibras PG e PGHA.

térmica do compodsito é menor. No entanto, o sistema apresenta maior estabilidade
térmica quando contem HA. O PCL puro tem uma temperatura de decomposicao

aproximadamente de 413 °C, embora a maior temperatura de decomposicao para o
sistema PCL/GEL-HA tinha sido 407 °C.

As Figuras 4.21 mostram as curvas termogravimétricas das fibras obtidas e per-
mitem comparar as estabilidades térmicas das mesmas. Analisando as curvas TG
verifica-se um perfil muito semelhante entre elas, porém alguns detalhes devem ser

destacados.
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Figura 4.21: Curvas termogravimétricas a) PG1, PGHA1 e PGHADI1, b) PG2, PGHA?2
e PGHAD?2 e ¢) PG3, PGHA3 e PGHADS.

Os resultados das curvas TG e dados na Tabela 4.3 indicam que a adicao de
particulas de HA e da doxiciclina nas fibras incrementa a temperatura de fusao em
aproximadamente 3 °C, além de diminuir a temperatura de decomposi¢cao. Devido
ao teor relativamente baixo de doxiciclina na fibra, os eventos de perdas de massa

associados ao farmaco foram superpostos aos dos polimeros.
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4.3.6 Calorimetria diferencial de varredura

A andlise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) permite determinar a tempe-

ratura de fusdo (T,,) do polimero puro, bem como das blendas poliméricas. As curvas
DSC do PCL, PG1, PG2 e PG3 sao apresentadas na Figura 4.22.
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Figura 4.22: Curva DSC das fibras PCL/GEL

Analisando as curvas pode-se observar que a T, praticamente nao varia em funcao
da composigao da blenda, o que indica que a blenda é imiscivel [80]. Nota-se que os
perfis DSC das fibras PG1, PG2 e PG3 quando comparada com PCL puro, apresentam
uma forma mais larga, enquanto o teor de gelatina aumenta, sendo que isso ocorre

como consequéncia da superposicao dos eventos proprios de cada polimero.

4.3.7 Infravermelho

Na Figura 4.15 ja foram apresentados e discutidos os espectros de absorc¢ao na regiao
do infravermelho para o polimero policaprolactona e da gelatina. Nas Figuras 4.23,

4.24 e 4.25 estao apresentados os espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho das
fibras PG, PGHA e PGHAD, respectivamente.

Analisando os espectros verifica-se uma reducgao significativa na intensidade da
banda da carbonila do PCL em 1728 cm™!. Observa-se ainda no espectro da mistura
polimérica o desaparecimento da banda em torno de 1294 cm™!, que correspondente ao
estiramento C-C e C-O, sugerindo a perda parcial da fase cristalina na PCL. O espectro
apresenta uma banda larga de estiramento OH em torno de 3458 cm ™! cuja intensidade

aumenta com o teor de gelatina na fibra, que é oriunda da umidade da gelatina. Verifica-
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Figura 4.23: Espectros de absorcao na regiao do infravermelho das fibras PG1, PG2 e
PG3.

! correspondente ao estiramento

se ainda um aumento significativo do sinal a 1644 cm™
da carbonila da amida I, & medida que h& aumento da gelatina na fibra. Essa tltima

banda se superpoe aquela da carbonila da PCL.
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Figura 4.24: Espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho das fibras PGHAT,
PGHA2 e PGHAS.
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Figura 4.25: Espectros de absor¢ao na regiao do infravermelho das fibras PGHADI1,
PGHAD2 e PGHADS.

A presenca de HA nas fibras tem o efeito de alargamento da banda da carbonila

a uma frequéncia maior em torno de 1732 a 1734 cm™.

Esse resultado sugere um
aumento da fase amorfa na blenda polimérica, concordando com um estudo semelhante

que foi feito por Guang-Mei [77].

4.3.8 Difracao de raios X

As Figuras 4.26a, 4.26b e 4.26¢ apresentam os difratogramas correspondentes as
fibras PCL/GEL, PCL/GEL-HA e PCL/GEL-HA-Dox, respectivamente. Em geral,
os difratogramas das fibras apresentaram dois picos, similares aqueles encontrados
na fibra do PCL. As intensidades de DRX dependem do tamanho do cristal, mas
neste estudo observou-se que para todas as fibras obtidas os padroes caracteristicos
da HA, Dox e gelatina tém sido superpostos com a fase amorfa do PCL. Isto poderia
ser indicativo da dispersao desses materiais na matriz do PCL. No caso da HA e
Dox, a auséncia dos picos caracteristicos deles, estd relacionada com o baixo teor
desse material nas fibras. O fato de nao ter sido observado o aparecimento de picos
adicionais e deslocamentos nos angulos de difracao nos difratogramas, indica que nao

houve mudanca na estrutura do PCL na blenda.

Guang-Mei et al., [77] compararam as reflexdes das blendas PCL/GEL nas pro-
porcoes 95:5, 90:10 com PCL pura empregado a técnica de Espalhamento de raios X

a médios angulos (WAXS) e observaram uma pequena mudanga nas reflexées devido
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Figura 4.26: DRX das fibras a) PG , b) PGHA e ¢) PGHAD.

a um pequeno aumento nas fases do cristal do PCL. Eles afirmam que somente hé
formacao de uma blenda miscivel entre PCL e GEL para concentracoes de gelatina
menores de 10%, e que para concentragoes maiores de gelatina se forma uma mistura

polimérica compativel.

4.3.9 Microscopia de Eletronica de Varredura e de

Transmissao

A morfologia e a geometria (distribuicao de didmetros e orientagdo) das nanofibras
eletrofiadas foram estudadas através de duas técnicas microscopicas: microscopia

eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissao (MET).

A morfologia das fibras é influenciada principalmente pelas propriedades da solu-
¢ao polimérica (viscosidade, tensdo superficial, concentragao etc.), no entanto, a con-
centra¢dao da blenda PCL/GEL na solucao foi fixada a 16%. As melhores condigoes
de processabilidade da blenda de PCL/GEL foram determinadas variando parametros
como a vazao da solugao e voltagem, mantendo constante o tamanho do diametro
da agulha e a distancia ao coletor. Apo6s a padronizagao das condigoes, a fibra foi

depositada na placa metalica, e sua morfologia estudada usando MEV e MET.

4.3.10 Microscopia Eletrénica de Varredura

A Figura 4.27 mostra as imagens por MEV das fibras PCL/GEL, as fibras poliméricas
contendo ceramica PCL/GEL-HA sao apresentadas na Figura 4.28 e a Figura 4.29

mostra as imagens das fibras poliméricas contendo ceramica e o farmaco PCL/GEL-
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Figura 4.27: Imagens obtidas por MEV e histograma da distribuigao de diametro das
fibras, a) PG1, b) PG2 e ¢) PG3.

Conforme se verifica nas imagens, as fibras apresentaram superficie lisa,
interconectadas e com perfil de secao transversal variavel. As fibras obtidas por ele-

trofiagao apresentam algumas regioes com defeitos, conhecidas beads. Os beads podem
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Figura 4.28: Imagens obtidas por MEV e histograma da distribui¢ao de diametro das

fibras, a) PGHAL, b) PGHA2 e ¢) PGHAS.
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ser formados possivelmente devido & instabilidade do jato causada pela tensao su-

perficial e/ou viscosidade da soluc¢ao. Foi observada pouca aparéncia de bead nas fibras.

A morfologia das amostras nao mostrou muita diferenca em funcao da concentra-
¢ao de gelatina. A distribuigao dos didmetros das fibras PCL/GEL: (70/30), (60/40)
e (50/50), e contendo HA-Dox, ndo mostraram alteragoes significativas. O didmetro
médio e desvio padrao das fibras PG1, PG2 e PG3 foram 541+189 nm, 4014+126
nm e 466+145 nm, respectivamente. Os didmetros das fibras e os histogramas da

distribuicao do didmetro sao mostrados nas Figuras 4.27.

As imagens da Figura 4.28 mostram a incorporacao das nHA no interior e na
superficie das fibras. Também se observa a presenca de agregados de HA, mesmo assim
estes estao incorporados na fibra. A presenca destes agregados de HA na superficie
da fibra potencializa a transmissao de sinais osteoindutivos as células, o que favorece
processos de mineralizagao visando utilizar a fibra como um biomaterial na regeneragao
Ossea [81]. As imagens da Figura 4.29 mostram a presenga de cristais de farmaco sobre
a superficie da fibra. Esses aglomerados de Dox podem ter ocorrido pela incompleta
evaporacao do solvente durante o processo de eletrofiacao. Esses cristais na superficie
das fibras causaram uma liberac¢ao rapida (efeito explosao) da doxiciclina, sendo que

este evento sera discutido na secao 4.3.12.

2.0pm -
CENTRO DE MICROSCOPLA UFMG

Figura 4.29: Imagens obtidas por MEV das fibra, a) PGHADI1, b) PGHAD?2 e c)
PGHADS3.
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200 m
Figura 4.30: Imagens por MET das fibras a) PGHA1 b) PGHD2 e ¢) PGHAD3.

4.3.11 Microscopia Eletrénica de Transmissao

As imagens por microscopia eletronica de transmissao das fibras sao apresentadas na
Figura 4.30. Nestas imagens pode-se observar que as nanoparticulas de HA estao
tanto no interior quanto na superficie da fibra. Esta superficie mais rugosa na fibra
gerada pela deposicao da bioceramica pode resultar num aumento significativo na area

superficial especifica.

Como discutido anteriormente, alguns autores [82, 83| consideram que a misci-
bilidade depende do teor dos polimeros na blenda. Na mistura polimérica PCL/GEL,
somente h& miscibilidade quando o conteudo de gelatina ¢ menor do que 10% e
maior que 80%. Para as outras faixas de composicdo, a blenda ¢é imiscivel e forma
misturas heterogéneas. Como se pode observar na Figura 4.30c, que pertence a
fibra na propor¢ao polimérica 50/50, onde ha uma separacao de fase entre o PCL e
gelatina. Polimeros termodinamicamente misciveis misturam-se a nivel molecular,
porém as fibras obtidas formam uma blenda compativel onde podem ocorrer interacoes
especificas e fortes entre os diferentes componentes, como interagoes do tipo ligagoes

de hidrogénio, dipolo-dipolo e interagoes i6nicas [84].

4.3.12 Testes de liberacdao controlada de Doxiciclina

As curvas de liberacao acumulativa da doxiciclina em funcao do tempo sao apresen-
tadas na Figura 4.31. Em todas as fibras observou-se um efeito explosao em que na
primeira hora ¢ liberado cerca de 60% do farmaco. Esse resultado pode ser explicado
devido & combinacao de vérios fatores: como a presenca de cristais de doxiciclina na

superficie da fibra, também devido a elevada quantidade de dgua adsorvida pela fibra
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Figura 4.31: Curva de liberacao controlada de doxiciclina das fibras PGHADI,
PGHAD2 e PGHADS.

como consequéncia da rapida degradacao da gelatina e por fim como consequéncia do
tamanho nanométrico das fibras, as quais apresentam elevada relagdo area/volume,
permitindo assim que mais moléculas de farmaco se difundam das nanofibras para o

meio de liberagao.

E possivel perceber também que todas as fibras mostraram o mesmo perfil de libe-
ragao independente da composicao da mistura polimérica e a concentracao de gelatina
nao parece exercer influéncia significativa no perfil de liberacao do farmaco. Indicando
que o farmaco devido a sua natureza hidrofilica tem melhor afinidade pela gelatina do

que pelo PCL.

A quantidade de farmaco liberado foi de aproximadamente de 90% em 600 min,
a partir desse momento comega a ser importante a difusao das moléculas de doxiciclina
retidas na regiao amorfa do PCL e que se difundem ao meio de liberagao. Apos 3400

min nao foi detectado mais farmaco.

4.3.13 Teste de citotoxicidade

Foi realizada a avaliagao da citotoxicidade sobre as células fibroblastos e da ativi-
dade antitumoral sobre células A431 com os eluatos das fibras PCL/GEL-HA-Dox e
PCL/GEL-Dox. Apés 24 e 48 h de incubacao, os efeitos da concentragao de doxiciclina
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Figura 4.32: Proliferacao celular de Fibroblastos apds 24 e 48 horas de tratamento com
Dox-HA e Dox desde 0,010 até 0,060 mM de Dox. *(P < 0,05), *** (P<0,001).

com presenca e auséncia de HA foram avaliados sobre ambas as linhas celulares,
utilizado seis concentracoes diferentes do farmaco: 0,010, 0,020, 0,030, 0,040, 0,05 e
0,060 mM. A quantidade de Doxiciclina presente nos eluatos das fibras foi determinada

como descrito na secao 3.3.

As Figuras 4.32 e 4.33 contém os resultados do ensaio de MTT para células de
fibroblastos e células A431 apds tratamento por 24 e 48 horas. Tanto o eluato de
doxiciclina sozinho quanto doxiciclina-hidroxiapatita tiveram uma citotoxicidade dose

dependente frentes as células testadas.

Neste estudo, observou-se que apos 24 h de tratamento a viabilidade celular dos
fibroblastos diminuiu somente para concentragoes maiores de 0,050 mM do eluato que
contém Dox, quando comparadas com o grupo controle. Por outro lado, o tratamento
com o eluato que contém Dox-HA apresentou niveis de citotoxicidade moderada a
partir de concentragoes maiores que 0,030 mM como mostrado na Figura 4.32a. O
eluato Dox-HA com as concentracgoes de 0,040, 0,050 e 0,060 mM atingirem niveis de
citotoxicidade moderada, apresentando uma viabilidade celular em torno de 40,0%,
32,0% e 32,0% respectivamente.

Em contraste, os tratamentos em células de fibroblastos apds 48 horas apresen-
tados na Figura 4.32b mostraram ser levemente citotoxicos nas concentragoes de 0,010
e 0,020 mM e nao houve diferenca ( P < 0,001) na citotoxicidade de ambos os grupos

testados. No entanto, concentragoes maiores de 0,020 até 0,060 mM do grupo Dox-HA
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Figura 4.33: Resultado do ensaio de proliferacao das células A-431 pelo teste de MTT
apos 24 e 48 horas de tratamento com Dox-HA e Dox nas concentracoes de 0,010 até
0,060 mM de Dox, ** ( P< 0,01) e ***( P<0,001).

apresentou uma citotoxicidade severa com viabilidade celular menor de 30%.

Comparando as Figuras 4.33a e 4.33b podemos afirmar que héa inibi¢ao das células
tumorais para todas as concentracoes dos grupos testados. Apoéds 24 horas de trata-
mento as concentragoes 0,010 até 0,060 mM para os grupos testados mostraram ser
levemente citotoxicos. Com o aumento da concentracao do tratamento, a viabilidade
celular foi menor (P< 0,05) para o ensaio de 48 horas quando comparada com o ensaio
de 24 horas. No entanto, ambos os grupos estao na mesma faixa de citotoxicidade

moderada.

4.3.14 Avaliacao da atividade antibacteriana

Os resultados obtidos nos testes in vitro da atividade antibacteriana foram avaliados
através dos calculos das medidas dos halos de inibicao para as diferentes fibras.
Os diametros dos halos de inibicao foram medidos com o auxilio de uma régua
milimetrada e submetidos & analise para determinar os efeitos da combinacao de Dox

e HA nas fibras. Os dados dos halos de inibigao estao apresentados na Tabela 4.4.

Considerando os resultados obtidos, foi observada a auséncia de atividade
antibacteriana das fibras PGHA e PG frente as bactérias S. aureus e P. gingivalis,
visto que nao foi observada a formagao de halo de inibi¢cao. Podemos observar na
Tabela 4.4 que as fibras PGHAD1, PGHAD2 e PGHAD3 apresentaram um resultado

muito interessante devido ao efeito sinérgico entre a doxiciclina e as nanoparticulas
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Amostra S. aureus Halo de P. gingivalis Halo de
inibi¢do (mm) inibi¢do (mm)

PCL/GEL (70/30)-HA-Dox 273 £ 1,5 23,3 £ 1,5

PCL/GEL (60/40)-HA-Dox 23,0 £ 1,0 23,3 £ 0,6

PCL/GEL (50/50)-HA-Dox 25,0 £ 1,0 24,3 £ 0,6
PCL/GEL-HA 0 0
PCL/GEL 0 0
HA 6,3 =+ 0,6 0

Doxiciclina 13,2 £ 0,6 13,8 £ 0,9

Tabela 4.4: Atividade antibacteriana das fibra expressa em didmetros da zona de ini-
bicao em mm.

de hidroxiapatita. A combinagdao das nanoparticulas de HA e Dox na mesma fibra
potencializa o efeito bactericida destas fibras e apresentaram halos de inibicao maiores
que a soma dos halos de inibicao da nHA e Dox realizados de forma separada. Esse
resultado indica a possibilidade de utilizar uma quantidade menor de farmaco numa

fibra que contem nHA quando comparado com uma fibra que somente contem Dox.

Espera-se que cada cepa testada produza um halo inibitério dentro dos li-
mites estabelecidos para o controle, segundo dados da literatura reportados pela
técnica de difusao em disco de Kirby & Bauer para doxiciclina com concentracao
de 30 pg sobre S. aureus, ele apresenta valores de halos inibitérios na faixa de
23 — 29 mm [85]. A fibra controle de doxiciclina apresentou um halo de inibicao
de 13,2 £+ 0,6 para S. aureus e 13,8 £+ 0,9 para P. gingivalis. As fibras PGHADI,
PGHAD2 e PGHAD3, com uma concentracao aproximadamente 16,5 ug de doxici-

clina, apresentaram um halo de 25 + 1,0 frente a S. aureus e 24,3 4+ 0,6 em P. gingivalis.

Nota-se também que uma dispersao aquosa das nHA apresentou moderada ati-
vidade frente a bactérias S. aureus, mas nao contra as P. gingivalis, como apresentado
na Tabela 4.4. A maior susceptibilidade das bactérias Gram positivas, quando com-
paradas com as Gram negativas frente as nHA, tem sido observado com outro tipo
de nanoparticulas e agentes quimicos e ¢ amplamente relatado na literatura [86]. As
bactérias Gram-negativas possuem paredes mais complexas que dificultam a entrada

de antibidticos ou outras particulas [87].



Capitulo 5

Conclustes e Sugestoes para

Trabalhos Futuros

5.1 Conclusoes

Nanoparticulas de HA foram sintetizadas pelo método de co-precipitagao em presenca
e auséncia de surfactante. O tratamento térmico executado para as HA obtidas a 100,
550 e 850 °C causou: mudanca de fase, aumento de cristalinidade e reducao da area

superficial especifica.

Resultados do estudo de adsorcao-dessorcao de Dox a partir das nanoparticulas
de HA mostraram uma maior capacidade de adsor¢ao do farmaco para as amostras de
HA sintetizadas pelo método de co-precipitacao com surfactante, quando comparadas

com as amostras preparadas pelo mesmo método sem surfactante.

Um novo sistema de liberagao de Dox a base de nanofibras PCL/GEL contendo

nanoparticulas de HA foi preparado.

As diferentes blendas apresentaram semelhantes perfis de liberacao do farmaco,
isto sugere que o farmaco encontra-se disperso principalmente na GEL e que sua

liberagao é controlada pela degradacao desse polimero hidrofilico.
As micrografias MEV confirmaram o tamanho nanoestruturado das fibras.

A TEM permitiu confirmar a imiscibilidade da blenda polimérica nas proporgoes

preparadas.

59



5. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS 60

O aumento de concentracao de gelatina e a presenca de HA nas fibras teve pouco

efeito na morfologia e na distribuicao do tamanho das fibras.

Testes de MTT conduzidos a partir dos eluatos das fibra PCL/GEL-HA-Dox e
PCL/GEL-Dox sobre células de fibroblastos mostraram citotoxicidade dose-dependente
na faixa de concentracoes de 0,010-0,060 mM. Os mesmos testes, em células tumorais

A431 mostraram citotoxicidade leve da Dox na faixa de concentracao de 0,010-0,02
mM e toxicidade moderada na faixa de 0,030-0,060 mM.

A combinagao de nanoparticulas de HA e Dox na mesma fibra potencializa o
efeito bactericida da Dox nas fibras PGHAD1, PGHAD2 e PGHADS.
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5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

Tomando-se por base os resultados obtidos neste estudo e visando aprofundar na
caracterizagao dos compositos preparados, a seguir sao dadas algumas sugestoes para

trabalhos futuros:

Fazer estudo de resisténcia mecanica como moédulo de elasticidade e resisténcia

a tracao das fibras preparadas.

Realizar testes de viabilidade e proliferagao celular sobre as fibras. Realizar

testes das fibras com osteoblastos para determinar processos de mineralizagao.

Estratégicas para diminuir o efeito explosao na liberagao do farmaco a partir
das fibras. Duas propostas podem ser avaliadas: Fazer cross linking da gelatina ou

obtencao de nanofibras do tipo concéntricas.
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