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Resumo

Membranas para regeneracao Ossea guiada (GBR) sdao uma nova classe de
membranas utilizadas em cirurgias dentarias, que tém a habilidade adicional de induzir
o crescimento &sseo. Neste trabalho, foram preparadas membranas de poli(e-
caprolactona) pelo método de inversao de fases induzida por vapor, que foram
modificadas pelo crescimento de fosfato de célcio em sua superficie, visando obter
propriedades de osteoindugdo, caracteristicas de membranas GBR. Para promover a
modificacdo de superficie, inicialmente, moléculas anibnicas foram utilizadas como
agentes de nucleacao, fixando grupos aniénicos na superficie da membrana. Foram
avaliados trés agentes de nucleagao diferentes: acido estearico, hidrogenofosfato de
bis(2-etilhexila) e hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila). As membranas foram
imersas alternadamente em solugdes de nitrato de calcio e de hidrogenofosfato de
diamdnio, para que as moléculas aniénicas pudessem atuar como sitios de nucleagéo e
crescimento das particulas de fosfato de calcio. As propriedades térmicas e mecanicas
das membranas de poli(e-caprolactona) ndo foram alteradas pela presenca de agente
de nucleagao ou de fosfato de calcio na superficie. No entanto, devido a reducéo da
massa molar do polimero na presenca de hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) e de
hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila), observou-se um discreto aumento no grau
de cristalinidade da PCL nesses casos. Foi possivel obter particulas de fosfato de calcio
na superficie das membranas utilizando-se os trés agentes de nucleagao propostos, no
entanto, a morfologia e estrutura cristalina dessas particulas mostraram-se
dependentes da estrutura quimica do agente de nucleagdo. As membranas contendo
acido esteérico ou hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila) que foram submetidas ao
tratamento superficial por ciclos de imersdo sequencial apresentaram o melhor
desempenho nos ensaios de biocompatibilidade. A nova metodologia desenvolvida
neste trabalho, envolvendo o preparo de membranas de poli(e-caprolactona)
modificadas superficialmente pelo crescimento de fosfato de célcio mostrou-se bastante
promissora na produgdo de dispositivos bioreabsorviveis e osteoindutores com

caracteristicas Uteis para aplicacdo na periodontia.
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Abstract

Guided bone regeneration (GBR) membranes are a new class of membranes for
periodontal surgery that have the additional ability of inducing bone formation. The aim
of this study was to produce biodegradable GBR membranes based on poly(e-
caprolactone) by vapour induced phase separation whose surfaces were modified by
calcium phosphate growth, in order to achieve the osteoinductive properties, a
characteristic of GBR membranes. Anionic molecules were used as nucleating agents to
promote these surface modifications and were added to the polymeric membranes to
generate anionic groups on the surface. Three different nucleating agents were tested:
stearic acid, bis(2-ethylhexyl) hydrogenphosphate and bis(-(methacryloyloxyethyl)
hydrogenphosphate. The membranes were immersed alternately in calcium nitrate and
diammonium hydrogenphosphate solutions so that the anionic molecules could act as
nucleating sites for calcium phosphate growth. The thermal and mechanical properties
of the poly(e-caprolactone) membranes did not change in spite of the presence of the
nucleating agents nor the calcium phosphate particles on the surface. Nevertheless the
crystallinity degree showed a slight increase, due to a decrease in PCL molar mass, in
the presence of bis(2-ethylhexyl) hydrogenphosphate and bis(methacryloyloxyethyl)
hydrogenphosphate. The calcium phosphate growth on the membrane surface was
successfully achieved by using all of the three different nucleating agents, moreover the
particle morphology and crystallinity showed a dependence on the nucleating agent
chemical structure. The membranes containing stearic acid or bis(methacryloyloxyethyl)
hydrogenphosphate that went through the alternating soaking surface treatment showed
the best performance on the biocompatibility essays. The new methodology developed
in this work for the preparation of poly(e-caprolactone) membranes with surfaces
modified by calcium phosphate growth has proven to have good potential to produce
bioresorbable and osteoinductive devices with useful properties in periodontic
applications.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1. Membranas biomédicas

Desde o inicio do segundo milénio o ser humano busca formas de reparar ou
substituir partes do corpo humano. Nesta época ja era possivel substituir partes
danificadas de dentes por ouro. Porém, somente na década de 40 a pesquisa nessa
area formalizou-se. A constituicdo da Sociedade de Biomateriais, em 1975 nos Estados
Unidos, determina o inicio da ciéncia de biomateriais, que é interdisciplinar e esta em
constante reformulacdo. No ano de 1996, Ratner e colaboradores publicaram o primeiro
livro sobre o assunto e definiram biomateriais como sendo todos os materiais, naturais
ou sintéticos, desenvolvidos com o intuito de interagir com sistemas biologicos (Ratner
et al., 1996).

Na década de 60, o progresso da ciéncia de polimeros contribuiu para o
desenvolvimento da ciéncia de biomateriais, o que permitiu sua rapida expansao.
Polimeros sao materiais versateis, flexiveis e de facil manipulacdo, que permitem a
producado de dispositivos nas mais diversas geometrias. O desenvolvimento da sintese
em larga escala de poli(a-hidréxiacidos), na década de 80, trouxe uma nova tendéncia
para a ciéncia de biomateriais: os dispositivos bioreabsorviveis. Esses dispositivos sdo
capazes de se degradar no meio corpéreo, sendo absorvidos pelo organismo e
evitando novas intervengdes cirurgicas para sua remoc¢ao (Nair & Laurencin, 2007).

A periodontia, que € a cirurgia reparadora do tecido 6sseo da regido bucal, € a area
médica pioneira no desenvolvimento e utilizacdo de biomateriais. Um dispositivo
implantavel para a regido bucal em geral €& pequeno, bidimensional e,
preferencialmente, bioreabsorvivel. Para isso, a membrana €& a geometria mais
utilizada.

Membranas sdo materiais que possuem grande area superficial e pequena
espessura, que atuam como barreiras fisicas seletivas entre duas fases. O transporte
de massa entre essas fases pode ser governado por diversas forgas motrizes, sendo as
mais comuns as diferencas de pressao, de potencial quimico (1) ou de potencial elétrico
entre as duas fases. A Figura 1 tras uma representacédo esquematica do transporte de

massa seletivo entre duas fases, movido pela diferenca de potencial quimico.
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Membrana
Fase ' Fase "
A
A
TR et For¢a motriz

Transporte de massa

Figura 1 - Representacao esquematica de uma membrana (Strathmann, 2001).

Os principios envolvidos no preparo de membranas, bem como a teoria que os
fundamentam, sdo conhecidos desde o século XIX, a partir dos estudos de Pfeffer
(1877) e van’t Hoff (1887). No entanto, foi apenas na década de 60, com a descoberta
das membranas assimétricas por Loeb e Sourirajan (1959), que esses materiais
passaram a ser produzidos comercialmente (Saier & Strathmann, 1975).

A industria de separacao e filtragao foi a primeira a utilizar membranas em larga
escala, uma vez que estas permitem um transporte de massa mais seletivo e eficiente
que os filtros convencionais. A possibilidade de controlar a seletividade de uma
membrana, alterando apenas alguns parametros simples de seu preparo, impulsionou
ndo s6 0 aumento da utilizacdo comercial desses materiais como também as pesquisas
na area. A ciéncia de polimeros também contribuiu significativamente para o
desenvolvimento da tecnologia de membranas. Atualmente membranas séo utilizadas
em diversas outras areas da industria, como a de geracdo de energia e a de
biotecnologia (Strathmann, 2001).

Diversos estudos foram feitos visando compreender e sistematizar os mecanismos
de permeabilidade e seletividade de membranas de filtracdo, caracteristicas
intimamente relacionadas entre si. Em geral, o termo permeabilidade € utilizado para
tratar do transporte do componente majoritario de um fluido, o qual frequentemente é a
agua. Ja o termo seletividade refere-se a habilidade de uma membrana em reter um ou
mais componentes minoritarios deste fluido, separando-os do fluido permeado. Esses

processos sao governados pelas interagbes intermoleculares entre a membrana e o
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fluido, pela energia de superficie, porosidade da membrana, pressao hidrodinamica
aplicada, ou outra forca motriz (Saier & Strathmann, 1975; Strathmann, 2001).

Existem dois modelos propostos para explicar a seletividade de membranas: o
modelo de selecdo por poros e 0 modelo de selecdo por solubilizagdo. Membranas
seletivas por poro atuam como peneiras moleculares, retendo compostos de dimensdes
superiores ao tamanho de seus poros. JA& membranas seletivas por solubilizacao
permitem o transporte de compostos de composi¢cdo quimica similar, uma vez que
podem ser solubilizados na membrana. A maior parte das membranas apresenta, na
verdade, um comportamento misto entre estes dois modelos (Saier & Strathmann,
1975).

As interacdes intermoleculares, entre a membrana e o fluido que a permeia, sdo o
principal fator a ser considerado para avaliar as caracteristicas de permeabilidade e
seletividade. No caso das membranas poliméricas, essas caracteristicas sao
influenciadas principalmente por fatores como cristalinidade, flexibilidade, estabilidade
térmica e mecanica. A presenca de cristalitos, nos polimeros semicristalinos, diminui a
taxa de permeacdao da membrana, pois estes atuam como barreiras fisicas para a
passagem do fluido, devido ao menor volume livre disponivel para difusdo. A
flexibilidade contribui para a permeabilidade, enquanto que as estabilidades térmica e
mecanica contribuem para o prolongamento da vida Util da membrana (Osada &
Nakagawa, 1992).

Atualmente, séo utilizadas na industria apenas membranas sintéticas. Por outro
lado, as membranas naturais constituem os envoltorios celulares que separam o
citoplasma da matriz extracelular, o que as torna essenciais a sobrevivéncia das células
de organismos vivos. Membranas naturais sdo compostas de fosfolipidios e proteinas e
tém a habilidade de absorver fluidos extracelulares de maneira seletiva, retendo e
absorvendo apenas nutrientes especificos, necessarios para cada etapa de seu
metabolismo (Osada & Nakagawa, 1992).

Membranas sintéticas podem ser formadas a partir de diversos materiais, tais como
metais, ceramicas e, principalmente, polimeros. Essas membranas séo classificadas de
acordo com sua composi¢ao e morfologia. Em termos de composicao, séo classificadas

em homogéneas e heterogéneas e, em relagdo a morfologia, em simétricas e
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assimétricas. As caracteristicas morfolégicas de uma membrana sao determinantes na
sua seletividade. Membranas simétricas tem porosidade uniforme ao longo de toda a
espessura, enquanto que membranas assimétricas possuem gradiente de porosidade
ao longo de sua secao transversal (Osada & Nakagawa, 1992).

As membranas simétricas estdo subdivididas em trés grupos majoritarios: densas,
porosas (poros na forma de canais) e esponjosas (ou bicontinuas). A morfologia tipica
de uma membrana assimétrica € composta por uma fina camada filtrante, ou pele, e
uma subestrutura altamente porosa. A camada filtrante pode ser densa, ligeiramente
porosa ou compésita. A Figura 2 tras uma representacao esquematica das principais
morfologias de membranas poliméricas simétricas e assimétricas. Atualmente, as
membranas assimétricas sdo as mais utilizadas comercialmente, uma vez que possuem
elevada seletividade, devido a presenca da camada filtrante, e elevada vazao de fluido
permeado, atribuida a subcamada porosa. A espessura e morfologia da subcamada
determinam a resisténcia mecanica da membrana (Strathmann, 2001).

Membranas Simétricas

B ——— R £ TR e
R A AT
T T i I RN
] L Y
A
- = = = = = - . T - .

DEMSA POROSA ESPONIOSA

Membranas Assimeétricas

PELE DEMNSA PELE POROSA PELE COMPOSITA

Figura 2 - Representacao esquematica das principais morfologias de membranas simétricas
(acima) e assimétricas (abaixo).

Existem diferentes métodos de obtencdo de membranas poliméricas porosas, sendo
o principal deles o de inversdo de fases. Este método € muito versétil e permite que
sejam produzidas membranas com as mais diversas morfologias. Na inversdo de fases,
uma solugéo polimérica homogénea e viscosa € induzida a uma transi¢ao de fases, que

pode ser promovida por variacdo de temperatura, por evaporagdo controlada do
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solvente ou por imersao em banho coagulante contendo um nao solvente, miscivel ao
solvente.

Nos diversos processos de inversdao de fases parte-se de uma solucao polimérica
termodinamicamente estavel e homogénea, onde é induzida uma mudancga gradual de
composicao ao longo do tempo de exposicdo ao agente de inversao de fases. Em um
dado ponto deste processo, a solugcao passa por uma transi¢ao de fases do tipo liquido-
sélido (L-S). Essa transicao pode ser devido a cristalizagdo do polimero, a transi¢cao sol-
gel, a vitrificacao do polimero, ou ainda, a uma combinacao desses fend6menos.

Em muitos casos, a transicdo L-S é precedida de uma separacgao de fases liquido-
liquido (L-L), que produz duas fases: uma rica em polimero (pobre em solvente) e outra
rica em solvente (pobre em polimero). Nestes casos, a transi¢cdo L-S, que consolida a
membrana, ocorre fora do equilibrio e antes que as duas fases liquidas encontrem o
equilibrio termodinamico, formando duas fases macroscopicamente separadas. A
transicdo L-S ocorre na fase rica em polimero, e da origem a matriz da membrana. A
solidificagdo da fase rica aprisiona a fase pobre em polimero, que da origem aos poros
(Han & Bhattacharyya, 1995).

O controle da extensao da separacao L-L e, consequentemente, da composicao das
fases, bem como o controle do tipo de transicdo L-S permite que sejam obtidas
membranas com as mais diversas morfologias. Fatores como concentragédo e
viscosidade da solugé&o polimérica, temperatura de processo, composi¢cao do sistema
solvente e também do sistema nao-solvente, determinam essas propriedades.

Na tentativa de controlar simultaneamente esses e outros parametros, diversas
estratégias para promover a inversdao de fases foram desenvolvidas nas ultimas
décadas. A mais comum, e mais largamente utilizada comercialmente, é a inversdo de
fases induzida por ndo solvente, ou nonsolvent induced phase separation (NIPS). Um
ndo solvente &€ uma substancia miscivel com o solvente utilizado na preparagéo da
solugdo polimérica, que diminui o limite de solubilidade do polimero no solvente,
levando a separagéo de fases na solucao (Mulder, 1996).

No método NIPS a mudanga de composicdo € devido a saida de solvente, por
difusdo e evaporacdo, e também a entrada de nao solvente, que ocorre

majoritariamente por difusdo. Esses fen6menos sdo governados pela diferenca de
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potencial quimico, ndo s6 do meio externo com a solugao polimérica, mas também ao
longo da secao transversal da solugéao polimérica. Esse gradiente de potencial quimico
na solucao, que representa um gradiente de composicdao ao longo da espessura da
membrana, € o principal responsavel pela obtencdo de membranas assimétricas
(Mulder, 1996).

Nesse processo, em geral, o ndo solvente é utilizado no estado liquido, mas pode
ser utilizado no estado gasoso, onde a inversdo de fases passa a denominar-se
inversao de fases induzida por vapor, ou vapour induced phase separation (VIPS). O
nao solvente mais utilizado na forma gasosa € o vapor de agua. O processo VIPS,
apresentado na Figura 3, apesar de muito similar ao NIPS, € mais lento e por isso tem
sido amplamente utilizado para estudar a influéncia da termodinamica e da cinética de
inversao de fases na morfologia das membranas. Porém, ainda € pouco utilizado
comercialmente (Peng et al., 2012). Alguns exemplos de estudos sobre tecnologia de
membranas estao apresentados a seguir.

VAPOR DE AGUA

| i superficie
’: ndo solvente J solvente 4 5 livre
b -

Solugdo polimerica

e --_{ superficie
| "~ substrato

PLACA DE VIDRO

Figura 3 - Representacao esquematica de um processo de inversao de fases induzido por
vapor (VIPS).

Han & Bhattacharyya (1995) utilizaram a polisulfona (Psf) para preparar membranas
por NIPS e VIPS e comprovaram que NIPS produz membranas com poros na forma de
canais, enquanto VIPS produz poros esféricos e isolados. Também puderam comprovar
a existéncia de separacao de fases L-L no processo VIPS e demonstraram a influéncia
da morfologia na permeabilidade e seletividade das membranas.

Liu, Zhao e colaboradores (2010) avaliaram a superficie livre de membranas de
poliétersulfona (PES). A superficie livre é sempre aquela que se consolida em contato

6
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com o nao solvente (Figura 3). Neste trabalho, foi observado que quanto maior a massa
molar do polimero e menor a concentracdo da solugdo, maior o diametro dos poros
formados. Além disso, foi observado que existe uma faixa util de umidade relativa da
atmosfera de inversao de fases pelo método VIPS. Quando a umidade é muito baixa
(menor que 50%) nao ocorre inversao de fases e quando € muito alta (maior que 90%)
a superficie da membrana torna-se muito heterogénea, interferindo na permeabilidade.

Frequentemente € necessario utilizar uma combinacao de NIPS e VIPS para ajustar
a morfologia da superficie livre da membrana. Nesses casos, em geral, a solucao
precursora inicialmente é exposta a uma atmosfera de umidade controlada (VIPS) e, em
seguida, imersa em um banho de coagulagdo (NIPS). Peng e colaboradores (2012)
utilizaram esse método para estudar o sistema ternario poli(fluoreto de vinilideno)
(PVDF), dimetilacetamida e agua. Neste trabalho, os autores observaram mudancas
drasticas na morfologia e nas caracteristicas de permeabilidade e seletividade da
membrana, variando apenas o tempo de exposicao da solucao precursora a atmosfera
controlada.

Finalmente, ndo se pode deixar de mencionar trabalhos como o de Khare e
colaboradores (2005), no qual foi desenvolvido um modelo matematico para explicar o
processo de inversao de fases. Nesse trabalho, foram avaliadas membranas de PES e
poli(vinil pirrolidona) (PVP) feitas por VIPS. Essas membranas assimétricas tem
porosidade minima no centro da espessura e maxima nas superficies. Essa morfologia
€ comumente chamada de hour-glass. O modelo matematico desenvolvido nesse
trabalho considera fatores termodinamicos e de transferéncia de massa para prever o
gradiente de porosidade da membrana formada.

E importante descrever de maneira mais detalhada o comportamento de fases tipico
de um processo de inversdo de fases. Para isso, a Figura 4 trds uma representacao
esquematica de um diagrama de fases ternario de um sistema constituido por um
polimero, um solvente e um ndo solvente, que € submetida a uma inversédo de fases do
tipo VIPS, representado na Figura 3. Esse diagrama possivelmente se assemelha ao
diagrama de fases do sistema em estudo neste trabalho, mas este ainda né&o foi

determinado experimentalmente.
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SOLVENTE &, NAO SOLVENTE

Figura 4 - Representacao esquematica de um diagrama de fases ternario para um processo
de inversao de fases induzido por vapor (VIPS).

Quando a inversao de fases é realizada por VIPS, em uma Unica etapa, geralmente
utiliza-se agua como nao solvente, tendo em vista que o controle de umidade de
ambientes confinados pode ser facilmente reproduzido. A escolha do solvente € feita
com base na sua volatilidade, tendo em vista que a mesma controla a velocidade e
duracao da separacao de fases.

No processo de inversdo de fases apresentado na Figura 4, parte-se de uma
solucdo de composicdo A, que contém fragdes conhecidas dos trés componentes:
polimero, solvente e ndo solvente. Essa solugdo € inicialmente homogénea e
termodinamicamente estavel. A solucdo, apds ser espalhada sobre um substrato
adequado, € exposta a uma atmosfera saturada em vapor de agua. Devido a diferenca
de potencial quimico entre a solugdo e a atmosfera, ha a lenta difusdo de agua para
dentro da solugdo e, simultaneamente, o solvente evapora. A combinacdo desses
fendmenos causa uma mudancga lenta e gradual na composicdo da membrana. Na

Figura 4 essa mudancga de composicao é dada pela linha AB.
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Quando a linha AB atinge a curva de separacao de fases binodal (linha continua),
essa solucao entra em uma regiao de equilibrio metaestavel, onde ocorre a separacao
de fases L-L. Essa regido de equilibrio metaestavel esté localizada entre as curvas de
separacao de fases binodal e spinodal (linha pontilhada). Nessa regido ha a nucleacao
e o crescimento de goticulas de uma fase dispersas na outra.

O que determina se a fase que nucleia e cresce € a rica ou a pobre em polimero é o
ponto critico (Pc). Quando a separacgao de fases L-L ocorre em um ponto acima de P,
ha a nucleacdo da fase pobre em polimero, dispersa na matriz da fase rica. Mas
quando a separacao de fases ocorre abaixo de P, é a fase rica que nucleia e cresce.
Se a separacao de fases L-L ocorre diretamente no ponto critico, a separacéo é do tipo
spinodal, originando membranas simétricas esponjosas. No exemplo da Figura 4, assim
como na maioria dos sistemas que utilizam VIPS, a separacdo L-L ocorre acima do
ponto critico, o que significa que ha nucleacdo e crescimento de uma fase pobre em
polimero (¢) dispersa em uma matriz da fase rica em polimero (%). Esse tipo de
separacédo L-L, em geral, da origem a membranas assimétricas com poros esféricos, ou
celulares, pouco conectados (Mulder, 1996).

No processo VIPS a composicao das fases é aproximadamente a mesma ao longo
de toda a espessura da membrana, o que elimina a existéncia do gradiente de
composicao caracteristico da formagdo de membranas assimétricas. Isso € devido a
lenta difusdo do vapor de agua para dentro da solugcao polimérica. Mesmo assim, as
membranas obtidas sdo geralmente assimétricas, mas nao apresentam a camada
densa de polimero (pele filtrante) na superficie livre (Park et al., 1999). Por outro lado,
membranas preparadas por VIPS apresentam caracteristicamente poros grandes, da
ordem de dezenas de um. Este tipo de morfologia tem sido citada como muito util para
a confeccao de membranas para aplicacdes biomédicas (Lee et al., 2004).

Atualmente as principais aplicagbes de membranas na area biomédica s&o na
fabricacdo de sistemas externos de filtragdo de sangue e na liberacdo controlada de
farmacos (Strathmann, 2001). Mas, além disso, existe também uma série de
membranas implantaveis disponiveis comercialmente que sdo utilizadas em cirurgias
dentarias (Fujihara et al., 2005), enxertos de pele (Khor et al., 2003) e outros tipos de
tecido (Yeong et al., 2010, Mangindaan et al., 2012).
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O processo de fabricacdo de membranas mais explorado na literatura para a area
biomédica é a eletrofiagcdo. Embora a eletrofiagdo ainda n&o seja disponivel
comercialmente para producdo em larga escala, ela produz membranas de morfologia
peculiar e altamente porosas, porém com baixa resisténcia mecéanica. Os principais
fatores que limitam sua aplicacao comercial atualmente sdo o elevado gasto energético
e sua pouca produtividade (Vaquette & Cooper-White; 2013).

Apesar do numero crescente de estudos sobre membranas eletrofiadas, nos
ultimos anos tem crescido também o numero de trabalhos que buscam outras formas,
mais economicamente viaveis, de produzir membranas implantaveis. As alternativas
mais estudadas incluem métodos de prototipagem rapida, como a sinterizacao seletiva
a laser, utilizada por Yeong e colaboradores (2010), ou uma combinagao de
evaporagao controlada de solvente e prototipagem, como fizeram Khor e colaboradores
(2003). No entanto, a prototipagem rapida envolve equipamentos caros que limitam nao
s6 a produtividade, mas também o tamanho do dispositivo produzido. Assim, alguns
autores tém optado por utilizar a inversdao de fases na preparacdo de membranas
biomédicas, uma vez que essa tecnologia ja esta estabelecida em sua area.

Nesses casos, NIPS ja é muito utilizado, seja como método exclusivo de preparo,
como nos casos de Kim e colaboradores (2012) e Hong e colaboradores (2007), seja
associado a outras técnicas. Guarino e colaboradores (2009) utilizaram NIPS
combinado com salt leaching, que é a remocao brusca de um sal, o qual atua como
agente porogénico. De forma analoga, Mangindaan e colaboradores (2012) utilizaram o
PEG leaching, que é a remogao brusca de polietilenoglicol (PEG), associada ao NIPS.
Yen e colaboradores (2009) combinaram NIPS com a inversdo de fases induzida por
temperatura, ou thermally induced phase separation (TIPS). NIPS também foi
combinado com eletrofiacdo (Diban et al., 2013).

Yeong e colaboradores (2010) prepararam membranas de PCL a partir da técnica
de sinterizacao seletiva com laser de CO». As membranas produzidas foram semeadas
com mioblastos do tipo C2C12, que aderiram e recobriram completamente o dispositivo
em menos de quatro dias. Neste trabalho, as células suportadas se mantiveram viaveis
por mais de 21 dias, indicando que o material tem boa aplicabilidade na producédo de

enxertos cardiovasculares.

10



Laura C. E. Silva Introducao

Hong e colaboradores (2007) prepararam, por uma combinacao de NIPS e VIPS,
membranas assimétricas de quitosana utilizando uma solugao de acido acético como
solvente, e uma solucdo de hidroxido de sédio como nao solvente. As membranas
obtidas apresentaram uma morfologia assimétrica incomum: uma camada densa na
superficie livre, uma camada de porosidade intermediaria no centro e uma camada
altamente porosa na outra superficie. Os autores denominaram essa morfologia como
“assimétrica gradual”. Mostraram que a espessura da camada densa governa as
propriedades mecanicas do material e € dependente do tempo de exposicao a
atmosfera saturada prévia a imersdo no banho de coagulacdo e também da
concentracao da solucdo. Essas membranas apresentam excelente biocompatibilidade
e sao completamente degradadas apdés 60 dias de implante, o que as torna
interessantes para a aplicacdo na periodontia.

Mangindaan e colaboradores (2012) prepararam membranas de PCL para
liberacdo controlada de farmacos utilizando um procedimento combinado de NIPS e
PEG leaching. Essas membranas foram tratadas superficialmente com plasma de O e
recobertas, na sua face mais porosa, com um sistema sol-gel contendo cetoprofeno
e/ou sulfadiazina de prata. Neste estudo, foi avaliada a biocompatibilidade da
membrana, com e sem as drogas, bem como a taxa de liberacdo de cada droga. Uma
das observacdes mais interessantes desse trabalho é a existéncia de uma diferenca de
adesao celular entre as duas faces da membrana, mesmo na auséncia dos farmacos
impregnados. Os autores atribuem essa adesdo preferencial em uma das faces a
diferenga de porosidade e rugosidade entre elas. A face consolidada em contato com o
banho de coagulacdo € menos porosa, apresentando menor adesao celular.

Yen e colaboradores (2009) prepararam membranas de PCL nanoporosas, para
liberacdo controlada de enzimas, a partir de uma combinacdo de TIPS e NIPS. A
membrana obtida por essa combinagédo tem poros esféricos interconectados, enquanto
que a membrana obtida por TIPS € bicontinua. A morfologia bicontinua é inadequada
para liberagao controlada, pois ndo oferece resisténcia a difusdo da enzima sintética ao
tecido. Por essa razdo os autores utilizaram a combinacdo de NIPS e TIPS para a
producdo de membranas.

11
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Diban e colaboradores (2013) prepararam fibras ocas de PCL para produzir
dispositivos de regeneracao de tecido vascular (veias e artérias). Para isso, utilizaram
N-metil pirrolidona como solvente e avaliaram trés nao solventes: agua, etanol e
isopropanol. As melhores propriedades mecanicas foram obtidas com o uso de etanol
como nao solvente. As fibras obtidas suportam condicdes de elevada pressao
transmembrana (2 bar), por periodos prolongados, sem apresentar evidéncias de
fratura. Os materiais também foram testados quanto a adeséao e proliferacao de células
adiposas humanas e apresentaram adesdo satisfatéria apos sete dias de cultivo. A
morfologia obtida nesse processo consiste em uma superficie altamente porosa na face
exterior, que promove a penetracao celular, e uma superficie densa na face interior,
adequada para impedir o extravasamento de sangue. A morfologia diferenciada nas
duas faces permite que as células aderidas se diferenciem de maneiras distintas em
cada uma delas, permitindo a producéo de tecidos diferentes.

Mesmo com o crescente interesse pela inversdo de fases no desenvolvimento de
membranas biomédicas, ainda ndo ha relatos do uso de VIPS para este fim. No
entanto, no trabalho de Ye e colaboradores (2013) foi utilizado um processo similar, a
partir de goticulas de agua formadas por um atomizador ultrassénico (nebulizador). As
membranas de poliuretana (PU) produzidas nesse trabalho apresentam poros esféricos,
caracteristicos de VIPS, com didametro e grau de conectividade dependente da
concentragdo da solugdo polimérica. Neste trabalho, a membrana é consolidada pela
exposicao da solugao precursora a uma atmosfera contendo goticulas de agua, por um
periodo de 6 horas. O NIPS é necessario para remover solvente residual ao final do
processo. A nebulizagdo de goticulas de agua em um ambiente fechado mimetiza uma
atmosfera saturada em vapor de agua acima do ponto de orvalho, por isso a cinética de
inversdo de fases é analoga a das membranas produzidas por VIPS em atmosfera
saturada.

Membranas produzidas por VIPS e correlatos sdo altamente porosas e preservam a
resisténcia mecanica do polimero de partida. Isso ocorre porque durante a separagao
de fases L-L a matriz € a fase rica em polimero e governa as propriedades mecénicas.
VIPS € um método onde a inversdo de fases ocorre lentamente, porém pode ser

aplicado industrialmente de forma a obter boa produtividade e reprodutibilidade, visto
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que os parametros de processamento sdo facilmente controlaveis. E uma técnica
bastante barata e limpa, j& que o Unico residuo gerado é vapor de solvente, o qual é
manejado facilmente com carvao ativo (Li et al., 2010).

Esses fatores tornam VIPS uma alternativa bastante promissora frente a
eletrofiacdo. Além disso, os polimeros usualmente empregados na confeccdo de
membranas biomédicas sao hidrofébicos e, portanto, adequados para serem utilizados
em VIPS, uma vez que a fraca interacdo com agua reduz o tempo necessario para a

inversao de fases, produzindo materiais porosos (Mulder, 1996).

1.2. Poli(e-caprolactona)

Neste trabalho, membranas assimétricas de PCL foram preparadas pelo método
VIPS e, posteriormente, recobertas com CaP pelo método de imersao sequencial. Nas
revisdes bibliograficas realizadas durante a realizagao deste trabalho nao foi possivel
encontrar relatos de membranas de PCL produzidas pelo método VIPS, no entanto, o
método apresentou resultados satisfatérios e nao prejudicou as caracteristicas da PCL.

A PCL é um poliéster sintético, produzido a partir da polimerizacao por abertura de
anel da e-caprolactona. E linear e contém cinco unidades metilénicas entre os grupos
ésteres. Como todo poli(a-hidroxiacido), a PCL é biodegradavel e bioreabsorvivel
(Fabbri et al. 2010). Sua degradagdo em meio corpdreo em geral ocorre via hidrolise,
mas em alguns casos pode ocorrer por meio enzimatico, dependendo do tecido em que
e implantado (Eldsater et al., 2000). Em ambos os casos, a degradacao ocorre pela
quebra das ligagdes ésteres, que gera grupos terminais carboxilato e alcool, como esta
apresentado na Figura 5.

Na literatura sdo reportados dois mecanismos majoritarios de degradacéao hidrolitica
da PCL, e a predominancia de um ou outro depende da morfologia do dispositivo
(Guarino et al., 2009). A degradacéo hidrolitica superficial é preferencial em dispositivos
espessos e pouco porosos, onde é dificultada a penetracdo da agua no interior do
dispositivo. Nela ha uma diminuicdo gradual do tamanho do dispositivo a medida que a
degradacdo avanca. Ja a degradacdo volumétrica ocorre preferencialmente em

dispositivos muito porosos, onde é mais facil a penetracdo de agua. Neste caso, as
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dimensdes do dispositivo sdo mantidas, mas este se torna cada vez mais fragil (menor

resisténcia mecanica) com o decorrer da hidrélise (Castilla-Cortazar et al., 2012).

I
+ OH —_— + C
CH2)5 (CHz)s OH(CH2}5/ \

carboxilato alcool

Figura 5 - Reacao de hidrolise de PCL formando oligdmeros com alcoois ou carboxilatos
terminais (Araujo et al., 2008).

Em geral, a fase amorfa é degradada preferencialmente, provavelmente devido ao
fato da agua difundir preferencialmente através desta. Isso proporciona uma perda de
massa mais acentuada nos primeiros 60 dias apds o implante, como também uma
diminuicado de massa molar, acompanhada de aumento da polidispersidade e da
cristalinidade com o avanco da degradacéao (Eldséter et al., 2000).

A PCL é aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) para uso em
embalagens alimenticias, liberagao controlada de farmacos e também para a confecgéao
de suturas e implantes 6sseos (Neppalli et al., 2011). Além da sua biodegradabilidade,
a excelente biocompatibilidade, facil processabilidade e excelentes propriedades
mecanicas tornam este polimero bastante apropriado para a fabricagcdo de dispositivos
absorviveis para regeneracao éssea.

A PCL é um polimero termoplastico e sua boa processabilidade € garantida por sua
baixa temperatura de fusédo (Ts), em torno de 60°C, e boa solubilidade na maioria dos
solventes convencionais. As excelentes propriedades mecénicas sao dadas pela sua
elevada tensao na ruptura, elevada resisténcia ao impacto e excelente flexibilidade, que
é dada pela sua baixa temperatura de transigéo vitrea (T4) (em torno de -60 °C). A Tq
subambiente € também responsavel pela elevada permeabilidade da PCL. Além disso,
o crescente numero de estudos envolvendo PCL tem revelado que as propriedades
mecanicas sao facilmente ajustaveis pela morfologia do dispositivo. No entanto, a baixa
taxa de biodegradacdo e significativa hidrofobicidade desse polimero ainda séo
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desafios que devem ser superados. A hidrofobicidade dificulta a molhabilidade e a
adeséo celular sendo assim desejavel modificar esse carater hidrofébico para melhorar
o desempenho do dispositivo quando implantado (Fabbri et al., 2010).

1.3. Caracteristicas de membranas para periodontia

O elevado numero de estudos disponiveis na literatura sobre a fabricacdo e
avaliacao in vitro da viabilidade de membranas e outros dispositivos implantaveis
mostram que ha uma demanda significativa para esse tipo de material. Entretanto, a
dificuldade de se obter materiais economicamente viaveis, que sejam atdxicos e tenham
desempenho satisfatorio in vivo tornam esse mercado ainda bastante restrito.

Neste sentido, a periodontia é pioneira. A justificativa para isso é que a regido bucal
possui uma elevada taxa de renovacao de fluidos corpéreos, o que facilita a irrigacao
do tecido lesionado, que contribui para acelerar processos de degradacao hidrolitica de
implantes bioreabsorviveis. Além disso, a constante renovacdo do fluido evita a
concentragao local de produtos de degradacao, que alteram a composi¢cao quimica, em
especial o pH da regido do implante. Essa concentracdo local altera a cinética de
degradacao do polimero, sendo que, mesmo no caso de produtos de degradacao
atoxicos, provoca respostas inflamatérias ou formacao de trombos.

A elevada taxa de renovacao de fluidos corpéreos, aliada a boa acessibilidade da
regido e a pouca solicitagdo mecénica do implante favoreceram o uso de membranas
na periodontia. Assim, ja existem muitas opgdes disponiveis comercialmente, sendo as
mais comuns as fabricadas a partir de poli(tetrafluoreto de etileno) expandido (ePTFE)
(Gore-Tex®) ou poli(acido lactico) (PLA) (Epi-Guide®).

A Figura 6 é uma representacao esquematica do procedimento de reparo de uma
lesdo 6ssea na regidao bucal (canto superior esquerdo). Todos os tecidos do corpo
humano sdo capazes de se regenerar, mas o tecido 6sseo o0 faz em uma taxa muito
inferior aos outros. Desta forma, para que seja possivel garantir a regeneragao
completa do tecido, frequentemente € necessario introduzir dispositivos para acelerar
essa regeneracdo. Em geral, na periodontia esse dispositivo, ou enxerto 0sseo,
consiste de um p6 de fosfato de célcio (canto superior direito, Figura 6). No entanto,
mesmo com a insercdo do enxerto, a regeneracdo total do tecido ainda pode levar
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algumas semanas. Nesse periodo, o elevado fluxo de saliva pode lixiviar o enxerto,
deixando o tecido 6sseo exposto ao risco de infeccdo bacteriana. Uma forma bastante
difundida para impedir essa exposicao é a insercao de uma membrana com a finalidade
de recobrir a lesdo (canto inferior esquerdo, Figura 6). Esse processo, chamado
regeneracao Ossea guiada, ou guided bone regeneration (GBR), foi desenvolvido na
década de 50 (Gentile et al., 2011).

Figura 6 - Representacdao esquematica de uma cirurgia dentaria. Extraido de
www.geistlich.com.

A membrana GBR, mesmo atuando como barreira fisica para manter o enxerto na
regiao desejada, nao pode impedir a irrigacdo da lesdo, pois a auséncia de irrigagao
pode ocasionar morte celular. Por esse motivo é importante que membranas GBR
sejam altamente permeaveis e porosas. Assim, 0 enxerto, que é pouco soluvel em agua
e tem tamanho de particulas superior ao diametro dos poros, fica retido enquanto que o
fluido corporeo atravessa a membrana livremente. Além disso, membranas GBR atuam
também na reducgéo do risco de infecgdo bacteriana, impedindo o acesso das bactérias
a lesdo e, principalmente, fornecendo a sustentagdo mecénica necessdaria para o
crescimento do tecido epitelial (gengiva) que recobre o0 0sso.

Em lesdes mais extensas também ocorre, concomitantemente ao tecido epitelial, o

crescimento do tecido conjuntivo fibroso. Para impedir que o crescimento acelerado
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desses tecidos venha a invadir, ou colapsar sobre a regido onde o tecido 6sseo deve
ser renovado, é importante delimitar a regiao do crescimento ésseo, o que €, de fato, a
principal funcao das membranas GBR.

O tecido 6sseo é dividido em trabecular e cortical. O osso trabecular é altamente
poroso (50-90%) e fragil mecanicamente. Seu teor de inorganicos (fosfatos de calcio) é
de aproximadamente 65% (Vallet-Regi & Gonzalez-Calbet, 2004). E responsavel pelo
armazenamento de sais minerais e nutrientes, que sao enviados para a corrente
sanguinea conforme a necessidade. O osso cortical o envolve, para protegé-lo e
contém aproximadamente 80% de fosfato de célcio (CaP). E o responsavel pela
resisténcia mecéanica ao 6rgado como um todo e € também pouco poroso (5-12%). Essa
pequena porosidade do 0sso cortical permite a troca de fluidos entre o osso trabecular
e os tecidos adjacentes. Tanto o osso trabecular quanto o cortical sdo constituidos de
fibrilas de colageno com cristais de hidroxiapatita (Cao(PQO4)s(OH)2) depositados ao
longo de sua espessura (Karageorgiou & Kaplan, 2005).

A fracdo organica de ossos e dentes é constituida de trés tipos de células:
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. Osteoblastos atuam na formacdo da matriz
inorganica extracelular, os oste6citos na manutengao dessa matriz e os osteoclastos na
reabsorcdo do tecido morto e da matriz inorganica. (Karageorgiou & Kaplan, 2005;
Ratner et al., 1996; Surmenev et al., 2014). Ao longo de sua vida util essas células se
diferenciam progressivamente e assim completam os ciclos de formagéo e absorgéo da
matriz extracelular.

Fibroblastos se diferenciam em osteoblastos, que apds proliferar, delimitando a
regido de formacdo do tecido ésseo, se diferenciam em ostedcitos, que consolidam o
tecido e fixam a matriz extracelular. Apdés cumprir suas fungdes, os ostedcitos se
diferenciam a osteoclastos, que absorvem a matriz extracelular, permitindo que ions
como Ca*, essenciais para diversas outras funcdes do corpo, sejam enviados &
corrente sanguinea (Vallet-Regi & Gonzalez-Calbet, 2004). Tendo em mente que o0s
osteoblastos sdo as células responsaveis pelo crescimento do tecido ésseo, para que
um biomaterial participe ativamente da regeneracdo Ossea, este deve conduzir
(osteocondutor), induzir (osteoindutor) ou criar novos pontos (osteogerador) de

crescimento de osteoblastos, conforme apresentado na Figura 7.

17



Laura C. E. Silva Introducao

% OSTEOCONDUGCAD
e

=]

o

=

S <

@
%_ m" Proteina

1Carga negativa
OSTEQINDUGAD

.&

Fosfatodecalcio

OSTEOGERACAD

(—-1

O=stecblasto

IMPLANTE INTERFACE 0550

Figura 7 - Representacido esquematica da acao de diferentes dispositivos em implantes
0sseos.

O material osteoindutor é aquele que é passivel mineralizacao, ou seja, permite a
deposicdo de uma camada de CaP na superficie e dessa forma orienta, ou conduz, a
proliferacdo dos osteoblastos. O material osteoindutor ndo sé conduz a proliferagéo
celular, como também induz células de tecidos vizinhos a migrarem e diferenciarem
para formar osteoblastos. Como a proliferacdo de células ésseas é muito lenta, a
habilidade de induzir a diferenciacdo de fibroblastos, que sdo células curinga, a
osteoblastos, é a chave para reduzir o tempo de reparo de uma lesédo. Essa inducéo da
diferenciacdo celular, em geral, € feita pela imobilizacdo de fatores de crescimento
(proteinas) na superficie do biomaterial. Finalmente, um material osteogerador € aquele
que ja contem células 6sseas, semeadas in vitro, previamente ao implante, e por isso

agem como novos pontos de proliferacéo celular (Karageorgiou & Kaplan, 2005).
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Contudo, essas definicoes ainda nao sdo plenamente aceitas. Alguns autores ainda
consideram a osteogénese como uma habilidade intrinseca do tecido, porém
atualmente é atribuida ao dispositivo implantado. Muitos autores consideram a GBR
como um quarto mecanismo de aceleracdo de regeneracdo Ossea, enquanto que a
definicdo mais aceita atualmente é que GBR é uma forma de osteoconducédo ou
osteoinducao. Para alguns, a GBR é especifica da periodontia, enquanto para outros o
anico impedimento para utilizar GBR em outros tecidos ésseos € obter membranas com
resisténcia mecanica adequada.

Recentemente, com o advento da engenharia tecidual, foi observado que é possivel
preparar membranas GBR que, além de osteocondutoras, sejam também
osteoindutoras (ou osteogeradoras) 0 que permite reparar regides lesionadas mais
extensas. Kikuchi e colaboradores (2002), Yang e colaboradores (2009) e Ji e
colaboradores (2013) mostraram, a partir de testes in vivo e in vitro, maneiras de
conferir essas propriedades as membranas GBR, como mostrado a seguir.

Ji e colaboradores (2013) prepararam membranas eletrofiadas de uma blenda de
PCL e gelatina. Ap6s preparadas, as membranas passaram por um processo de
reticulacédo utilizando glutaraldeido, seguida de adsorcdo quimica de SDF-1a, um fator
de crescimento para células estromais. Essas membranas osteogeradoras foram
implantadas na calota craniana de ratos por oito semanas e, independente do teor de
SDF-1a incorporado e liberado, apresentam um aumento de seis vezes na taxa de
regeneracao 6ssea, sem apari¢cao de trombos, tecido fibroso ou respostas inflamatérias.

Yang e colaboradores (2009) fabricaram membranas eletrofiadas compdsitas de
PCL e nanohidroxiapatita (nHA). Foram testadas a biocompatibilidade, as propriedades
mecanicas e a viabilidade celular dessas membranas. A presenca da nHA proporciona
um aumento na taxa de mineralizagdo, comprovando a biocompatibilidade. Teores de
até 25% de nHA aumentam a resisténcia mecéanica das membranas, mas tornam o
material muito fragil acima desse limite. Finalmente, pela semeacéo de osteoblastos os
autores comprovaram a citocompatibilidade de todas as membranas. A presenca de
nHA foi eficiente em adiantar o processo de diferenciagdo celular, ou seja, tornar o

material osteoindutor.
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Os melhores resultados apresentados na literatura até hoje foram obtidos por
Kikuchi e colaboradores (2002). A membrana GBR desse estudo é capaz de reparar
totalmente uma area de 10x10x10 mm3 de mandibulas de cachorros em apenas 12
semanas. Para isso, os autores utilizaram uma membrana compésita de trifosfato de
calcio (TCP) e um copolimero de PLA, que foi preparada por evaporacao controlada de
solvente, seguida de compressao. A superficie desses materiais foi polida previamente
ao implante. Apesar do sucesso no reparo da lesdo, essa membrana apresenta
instabilidade mecénica durante o periodo de ensaio e provoca alteracdes locais de pH.
Entretanto, nenhum desses aspectos negativos foi suficiente para provocar rejeigao.

1.4. Compatibilidade implante/tecido hospedeiro.

Para produzir um biomaterial, absorvivel ou nao, o primeiro fator a ser considerado
€ a biocompatibilidade das matérias-primas. Biocompatibilidade é a habilidade de um
material de interagir com o tecido sem produzir respostas imunogénicas inflamatérias
(Nair & Laurencin, 2007). Entretanto, existem muitos outros fatores, tdo importantes
quanto esse, que também devem ser considerados no desenvolvimento de
biomateriais. Como os tecidos do corpo humano sdao muito diferentes entre si e a boa
integracdo do tecido com o biomaterial depende da semelhanca fisica destes, os
biomateriais sdo estudados e fabricados visando sempre uma aplicagdo em uma regiao
especifica do corpo. Nesse sentido, fatores como porosidade, resisténcia mecanica e
caracteristicas de superficie, essenciais para a integragdo do dispositivo ao tecido, séo
manipulados extensivamente.

A porosidade é avaliada no sentido de controlar a velocidade de permeacédo de
fluido corporeo e a extensdo da penetracao celular no dispositivo. Poros com didmetros
na ordem de 100 pm possibilitam crescimento celular no interior do dispositivo,
enquanto que poros interconectados, com didmetros na faixa de 50 um, séo
responsaveis pela irrigagdo e transporte de nutrientes (Coombes et al.,, 2004;
Karageorgiou & Kaplan, 2005).

As propriedades mecéanicas, em especial a resisténcia ao impacto e a ruptura e
também a flexibilidade, sdo projetadas de modo a combinar com as do tecido
implantado. Implantes incapazes de suportar solicitagdes mecénicas locais podem
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fraturar, demandando uma nova intervencdo cirurgica. Ja dispositivos muito rigidos
colocados em tecidos flexiveis podem provocar a ruptura do tecido (Nair & Laurencin,
2007).

Ajustar a porosidade e a resisténcia mecéanica de biomateriais por si sé € um grande
desafio, acrescenta-se ainda a necessidade de permitir uma boa integracao deste com
o tecido. Desde a década de 90, vem sendo publicados diversos artigos de revisao da
literatura especificos dessa area. Para citar alguns, Ma e colaboradores (2007) trataram
de questdes como hidrofilicidade e rugosidade de superficies e sua influéncia na
adesao celular e Elbert & Hubbell (1996) descreveram detalhadamente os processos de
adesao celular e fizeram uma extensa revisdo de métodos de tratamento superficial
utilizados para promover essa adeséo.

No desenvolvimento de dispositivos para regeneragdo Ossea, 0 tratamento
superficial mais comumente utilizado € o recobrimento com fosfato de calcio. Existem
dois métodos bem estabelecidos para produzir esses recobrimentos, os métodos fisicos
e 0s métodos quimicos. Os métodos fisicos sdo aplicados geralmente aos metais e
consistem na aplicagcdo de métodos eletroquimicos de deposicao dessas particulas, de
tratamentos térmicos, ou ainda em métodos de deposicao por spray (Kim, Kokubo et al.,
2000; Hata et al., 1995). Em geral, esses métodos sdo agressivos, 0 que muitas vezes
pode degradar o implante ou influenciar negativamente a ades&do. Além disso, 0s
métodos fisicos ndo sdo adequados aos implantes poliméricos, uma vez que esses
materiais ndo sao estaveis nas condigdes de tratamento superficial. Assim, surgiram os
meétodos quimicos na década de 90.

O método quimico consiste na deposigéo de ions calcio ou fosfato, ou até mesmo
de cargas negativas, na superficie do material. Esses ions ou cargas permitem a
nucleagédo de CaP aderido a superficie quando o material é imerso em solucdes ricas
nesses ions, como o fluido corpéreo simulado (simulated body fluid - SBF). Os métodos
de formacao de cargas negativas superficiais mais utilizados atualmente para promover
a adesdo do CaP a superficie, tem sido o tratamento por plasma (Yang et al., 2008),
que gera cargas negativas instaveis, e a hidrélise (Choong et al., 2011), que gera
cargas anidnicas. Em geral, cargas aniénicas sdo mais eficientes na promocéo de

nucleos. Alguns autores, como Madurantakam e colaboradores (2009); e Oyane e
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colaboradores (2003) desenvolveram metodologias criativas para produzir cargas
negativas numa superficie polimérica.

Choong e colaboradores (2011) avaliaram a eficiéncia de diversos tratamentos
hidroliticos sobre a superficie de filmes de PCL na nucleacéo de particulas de CaP. A
nucleacéo foi feita por ciclos de imersao sequencial seguida de imersdo em SBF por 24
horas. Foi observado que a extensdao do recobrimento de CaP na superficie é
dependente da extensao da hidrélise, o que mais uma vez comprova a eficiéncia de
grupos anioénicos na nucleacao de CaP.

Yang e colaboradores (2008) aplicaram um tratamento de plasma de argbnio na
superficie de membranas eletrofiadas de PCL antes de mineraliza-las em uma solucao
de SBF contendo 10 vezes as concentragdes ibnicas habituais (10 SBF). Nas
condicoes utilizadas, as fibras sdo completamente recobertas por CaP biomimético em
2 horas de imersao a temperatura ambiente. Em seguida os materiais sdo imersos em
SBF a 37°C e o recobrimento progride de fosfato de dicalcio dihidratado (DCPD) para
apatita. DCPD é tido como precursor bioldgico para a nucleacao de apatitas, que sdo os
fosfatos de célcio mais similares ao tecido 6sseo.

Ja Madurantakam e colaboradores (2009) avaliaram de forma sistematica a
influéncia da composicdo do SBF na mineralizagdo de membranas eletrofiadas de
polidioxanona (PDO) e poli(acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA). Para promover a
nucleagdo do CaP incorporaram até 50% de nHA comercial na matriz polimérica. A
informagdo mais relevante desse trabalho € que a formagdo de nucleos estaveis de
fosfatos de «calcio €& o fator limitante da cinética de mineralizagdo e,
surpreendentemente, a presenca de grupos carboxilato terminais do polimero tem um
efeito mais significativo na nucleacao do que a presenca de nHA comercial.

Dos trabalhos apresentados, o de Choong e colaboradores (2011) € o mais recente
e apresenta um procedimento de nucleacao das particulas de CaP que é bastante
inovador. No entanto, Taguchi e colaboradores (1998) foram os primeiros a reporta-lo.
Esse procedimento de ciclos de imersao sequencial para gerar nucleos de CaP na
superficie ainda é pouco conhecido mas tem se difundido rapidamente, uma vez que é
mais efetivo na adesdo quimica de particulas de CaP na superficie, apesar de nao

eliminar a necessidade de um pré-tratamento como a hidrélise ou o plasma para criar
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cargas negativas na superficie. Além disso, reduz sensivelmente o tempo necessario de
tratamento superficial, que passa de semanas para apenas algumas horas (Oyane et
al., 2005).

Araujo e colaboradores (2008) realizaram um trabalho similar ao de Choong e
colaboradores (2011). Nele prepararam membranas eletrofiadas de PCL que foram
submetidas a tratamento hidrolitico alcalino e, em seguida, mergulhadas em uma
solucdo de cloreto de célcio 0,1 mol L™ por 24 horas e, posteriormente, em uma solugéo
de hidrogenofosfato de célcio por 15 min. Finalmente as membranas foram imersas em
1,5 SBF por periodos pré-determinados. As membranas que tiveram tratamento
hidrolitico, mas nao passaram pelo processo de nucleagédo, nao apresentam deposicao
de CaP em sete dias de imersdao. As demais apresentam volume de CaP depositado
dependente do tempo de imersdo. As membranas com quatro dias de imersado foram
utilizadas para ensaios de viabilidade celular, utilizando células pré-osteoblasticas do
tipo Saos-2. Foi observado que a presengca do recobrimento de células pré-
osteoblasticas, ao contrario do esperado, reduz a adesao celular no periodo de sete
dias, por outro lado, mantem a membrana estavel no periodo de 14 dias.

Taguchi e colaboradores (2001) utilizaram ciclos de imersao sequencial (até 100
ciclos) para recobrir filmes de polietileno (PE) enxertado em sua superficie com
hidrogéis. A influéncia do tempo de ciclo, nimero de ciclos e a densidade de hidrogel
na superficie do filme foram avaliados por gravimetria e expressos em pg/cm?®. Nao foi
utilizada a imersdo em SBF. No XRD foram identificados picos de hidroxiapatita (HA) no
recobrimento formado. Independente da duracdo de cada ciclo, quanto maior o0 numero
de ciclos e maior a densidade do recobrimento de hidrogel na superficie, maior a
quantidade de CaP depositado.

Um novo método de geragcdo de cargas negativas na superficie, visando o
recobrimento de um dispositivo polimérico com fosfato de calcio, estd sendo proposto
neste trabalho. Este método envolve o uso de pequenas concentragcées de compostos
que atuam como agentes promotores da nucleagédo e crescimento de CaP. Moléculas
organicas anidnicas tem mobilidade em solugdes poliméricas e também sdo capazes de
migrar quando dispersas em uma matriz polimérica sodlida. Assim, essas moléculas

podem funcionar como agentes de nucleacao quando o dispositivo polimérico é exposto
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a solugdes ricas em ions célcio e fosfato. Neste trabalho, foram avaliadas 3 moléculas
como agentes de nucleacado: acido esteéarico, hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) e
hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila).

Independente do método utilizado para produzir CaP, do ponto de vista estrutural
este € um material extremamente complexo, pois possui inUmeras composicoes,
morfologias e arranjos cristalinos. Um desafio nessa area é a caracterizacao de fosfatos
de calcio depositados em superficies. Fatores como temperatura de sintese,
concentracao das solugdes precursoras, tempo de exposicao, disponibilidade de cargas
geradoras de nucleos na superficie e muitos outros, influenciam significativamente o
tipo de CaP formado.

Até o momento, os estudos sobre o recobrimento de superficies com CaP tém
concentrado esforcos em comprovar sua formacao e determinar a influéncia desta nas
propriedades globais do material e no seu comportamento quando implantado. No
entanto até agora, poucos foram bem sucedidos em determinar a composi¢céo do CaP
formado. Provavelmente, isso é devido ao fato da identificacdo desses fosfatos, que em
geral é feita por espectroscopia infravermelho (FT-IR), XRD ou microscopia eletrénica
de transmissdo (TEM), ser dificultada pela presenca do substrato ou pela pequena
quantidade presente. Desenvolver formas de caracterizar o CaP presente na superficie
de implantes abrira uma nova perspectiva para esses materiais, pois pode fornecer
algumas respostas sobre o comportamento in vitro e in vivo de biomateriais revestidos.
Nesse sentido, alguns avancgos foram feitos por Mavis e colaboadores (2009); Serizawa
e colaboradores (2001); Lebourg e colaboradores (2010) e Hata e colaboradores
(1995).

Mavis e colaboradores (2009) avaliaram a habilidade de diferentes solugdes de
SBF de induzir o crescimento de CaP na superficie de membranas eletrofiadas de PCL
sem nenhum tratamento prévio. Fatores como pH, concentracdo de ions fosfato e
carbonato no SBF influenciam diretamente o tipo de fosfato formado e também o tipo de
recobrimento das membranas. Foi demonstrado que € possivel controlar o CaP
formado na superficie e comprovar que a adesao, proliferacdo e diferenciacédo celular
sédo dependentes do tipo de CaP formado devido a sua cristalinidade, porosidade e,

principalmente, solubilidade.
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Serizawa e colaboradores (2001) caracterizaram a composicao das particulas por
espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS) e XRD. Neste caso, sao
formadas particulas de hidroxiapatita (HA) na superficie de filmes de polietileno (PE)
enxertado com poli(alcool vinilico) (PVA) ap6s 30 ciclos de imersao sequencial a 37°C
sem imersao posterior em SBF.

O desenvolvimento de métodos versateis e confidveis para determinar a classe de
CaP depositado em uma superficie permitira determinar com maior precisdo a
composicao do CaP depositado nas superficies. Existem dois grupos principais de CaP
conhecidos: os soluveis e o0s insoluveis. A solubilidade e cristalinidade sao
caracteristicas determinadas pela sintese do CaP, as quais influenciam diretamente os
processos de adesdo, proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos em substratos
(Mavis et al., 2009).

Fosfatos de calcio precipitados em temperatura corpérea (37°C), como fosfato de
calcio amorfo (ACP), fosfato de calcio dihidratado (DCPD), fosfato de tricalcio (TCP) e
fosfato de octacalcio (OCP) sdo soluveis e pouco cristalinos. Quando o CaP é
consolidado em elevadas temperaturas (>900°C), ou sofre tratamentos hidrotérmicos
apos precipitacdo, sao formados CaP pouco sollUveis e altamente cristalinos, como a
HA ou hidroxiapatita carbonatada (CHA). Em geral as formas mais soluveis de CaP sao

também mais porosas.
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Capitulo 2 — Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Preparar, pelo método de inversdo de fases induzida por vapor, membranas
assimétricas de poli(e-caprolactona) contendo os agentes de nucleacdo: &cido
estearico, hidrogenofosfato de  bis(2-etilhexila) ou  hidrogenofosfato  de
bis(metacriloiloxietila). O uso desses agentes visa promover a nucleacdo e o
crescimento de particulas de fosfato de calcio na superficie das membranas. Utilizar
ciclos de imersao sequencial para gerar particulas de fosfato de calcio e avaliar a
eficiéncia dos trés agentes de nucleacéo utilizados na nucleacao, crescimento e adesao

das particulas de fosfato de calcio na superficie da membrana de poli(e-caprolactona).

2.2. Objetivos Especificos

o Aplicar o planejamento experimental Box-Behnken para otimizar o processo de
preparacao das membranas por inversao de fases induzida por vapor.

o Aplicar um planejamento fatorial 2*' para otimizar o processo de imersao
sequencial de crescimento de particulas de fosfato de calcio na superficie das

membranas.

. Avaliar a influéncia dos trés agentes de nucleagédo utilizados no revestimento
formado em termos de porcentagem de recobrimento, hidrofilicidade, adeséo e
cristalinidade das patrticulas.

o Caracterizar os materiais obtidos, com e sem tratamento superficial por ciclos de
imersao sequencial, em termos de propriedades fisico-quimicas.

o Caracterizar morfologicamente as membranas obtidas, com e sem tratamento
superficial por ciclos de imersdo sequencial, para correlacionar sua morfologia

com as propriedades mecanicas e seu comportamento nos ensaios in Vvitro.
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Caracterizar as particulas de fosfato de calcio depositadas na superficie quanto a

morfologia e cristalinidade.

Realizar ensaios in vitro de mineralizacdo, degradacao hidrolitica e
citocompatibilidade, para avaliar o potencial de utilizacdo desse material como
membrana de regeneracao 6ssea guiada.
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Capitulo 3 — Procedimento Experimental

3.1. Materiais utilizados

Para o preparo das solugdes poliméricas precursoras que deram origem as
membranas foi utilizado o polimero poli(e-caprolactona) (PCL) (Scientific Polymer) e o
solvente tetrahidrofurano (THF) (LabSynth). A PCL utilizada possui M,, 158.000 g mol ™,
polidispersidade 1,6 (quantificados por GPC) e densidade 1,145 g cm™ (especificada
pelo fabricante). Sua estrutura quimica esta representada na Figura 8.

P\/\/\/“}n

Figura 8 - Estrutura quimica da poli(e-caprolactona).

Foram avaliados 3 agentes de nucleagado, que foram adicionados separadamente
nas solugdes precursoras, quando necessario: &cido estedrico (285,5 g mol™”)
(LabSynth), hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) (322,4 g mol”) (Sigma-Aldrich) e
hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila) (322,2 g mol™) (Sigma-Aldrich). As estruturas

quimicas desses compostos estdo apresentadas na Figura 9.
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Figura 9 - Estrutura quimica dos agentes de nucleacao utilizados.

Foram preparadas solugdes aquosas de hidrogenofosfato de diaménio
((NH4)2HPO,4) (LabSynth) e nitrato de calcio (Ca(NOgs)2) (LabSynth) para realizar o
tratamento superficial das membranas. Nos ensaios de mineralizacdo foi utilizado o

tampdo fosfato salino (PBS) (Sigma-Aldrich), solubilizado em 250 mL de agua
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deionizada. Para o preparo de amostras para microscopia foram empregados o corante
alaranjado de acridina (C12H19N3) (Sigma-Aldrich) e élcool isopropilico (CsHsgO)
(LabSynth). Todos os materiais foram utilizados conforme recebidos.

3.2. Métodos
3.2.1. Preparacoes

3.2.1.1. Preparo das membranas (VIPS)

Em uma camara acrilica com trés prateleiras foi inserido um béquer com 200 mL de
agua deionizada, no qual foi borbulhado gas nitrogénio ininterruptamente na vazao de
200 mL min™. Durante todo o funcionamento da cdmara sua temperatura e umidade
relativa foram acompanhadas, utilizando um termohigrémetro Incoterm com precisao de
1 °C e 5% umidade. Outra medida da umidade relativa da camara foi feita com o uso de
outro higrébmetro, de mesma precisao, posicionado na prateleira superior. A umidade
relativa dentro da camara apresentou-se entre 75% e 99%, sendo 75% no higrometro
superior € 99% no termohigrometro inferior, mantido ao lado do béquer com agua. A
temperatura de trabalho permaneceu na faixa de 19 °C a 24 °C. O borbulhamento de
nitrogénio foi mantido constante ao longo de toda a operacao da camara, e iniciado 12
horas antes do inicio do processo de preparagdo das membranas.

Para o preparo da solugdao polimérica precursora das membranas, 2,2 g de PCL
foram dissolvidos em 15 g de THF por aproximadamente 3 horas, ou até a completa
dissolugdo do polimero. O agente de nucleagdo, quando utilizado, foi dissolvido
separadamente em 1 g de THF. A concentragdo de agente de nucleacdo utilizada,
referente a massa final da membrana, foi de aproximadamente 0,2% (em massa), ou
4,4 mg, para o acido estearico, e 4,9 mg para hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) ou
de hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila). A solucao de agente de nucleacdo em
THF foi adicionada a solugdo de PCL apds ser imersa em banho de ultrassom por 5
min. Na auséncia do agente de nucleagéo, 1 g de THF foi adicionado apds a completa
dissolugao do polimero, para manter a concentragdo da solugao constante. Finalmente,
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foram adicionados, gota-a-gota, 1,8 g de agua deionizada com o auxilio de uma seringa
descartavel.

Apoés a adigao de todos os componentes, a solugao precursora, contendo 11% (em
massa) de PCL, 9% (em massa) de agua de ionizada e, quando necessario, 0,2% (em
massa) de agente de nucleagéo, foi homogeneizada por 1 hora e deixada em repouso
por 30 min, antes do preparo da membrana para eliminagdo de bolhas de ar. Todas as
concentragbes aqui apresentadas foram obtidas a partir dos resultados das otimizagdes
experimentais realizadas no desenvolvimento deste trabalho e serdo melhor discutidas
no capitulo 4.

A Figura 10 apresenta um esquema do preparo das membranas. Sobre a superficie
de uma placa de vidro, limpa com THF, contendo lateralmente dois fios esticados de
niquel-cromo de 0,71 mm de espessura, foi espalhada a solucdo de polimero com o
auxilio de um bastao de vidro. A placa de vidro contendo a solucao espalhada foi
colocada imediatamente na camara de vapor, onde permaneceu por 5 horas. Apos
esse periodo, a membrana formada foi removida da placa de vidro e seca a
temperatura ambiente por 24 horas. Os fios de niquel cromo esticados foram utilizados

para promover o controle da uniformidade de espessura da membrana.

Figura 10 — Representacdo esquematica da metodologia de preparo das membranas
assimétricas de PCL por inversao de fases induzida por vapor (VIPS).

3.2.1.2. Tratamento superficial — ciclos de imersao sequencial

O procedimento de imersdo sequencial, ou alternating soaking, utilizado para

promover a deposi¢ao de particulas de fosfato de calcio na superficie das membranas,
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foi adaptado de Serizawa e colaboradores (2001) e baseia-se em ciclos de imersao
alternada do material de interesse em solucdes ricas em ions calcio e ions fosfato.

Inicialmente, foram preparadas as solugdes de imersdo em agua deionizada para
evitar contaminagao de outros ions. Foi utilizada a concentracdo de 400 mmol L™ para
nitrato de célcio, e a concentracdo de 240 mmol L' para hidrogenofosfato de diaménio.
O pH foi ajustado para 7,4 em ambas as solu¢Oes. Para possibilitar o controle da
temperatura, as solu¢des foram imersas em um banho termostatizado Quimis modelo
214 D2, a 25 °C por 1 hora antes dos ciclos de imersao sequencial.

A Figura 11 apresenta esquematicamente o procedimento utilizado para completar
um ciclo de imerséo. No total, foram realizados 10 ciclos de imersdo sequencial, com
renovagao das solucdées de imersdo, tanto de calcio quanto de fosfato, a cada dois
ciclos. Para um ciclo de imersdo, primeiramente a membrana de interesse é
mergulhada por 30 s na solugéo de nitrato de calcio e, em seguida, lavada com agua
deionizada. Para evitar a diluicdo das solucbes de imersdo, o excesso de agua €
removido com um papel de filtro. A seguir a membrana é mergulhada, também por 30s,
na solucédo de hidrogenofosfato de diaménio, e posteriormente lavada novamente com
agua deionizada e seca em papel de filtro. Apds o término dos 10 ciclos de imersao

sequencial a membrana foi seca por 12 horas a temperatura ambiente.
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Figura 11 — Representacdo esquematica do procedimento experimental de um ciclo de
imersao sequencial.
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3.2.1.3 Filmes obtidos por spin coating

Os filmes preparados pelo método de spin coating foram utilizados para as analises
de angulo de contato, visto que a rugosidade da superficie das membranas interfere
nessa medida. Esses filmes também foram utilizados para a preparacao de amostras
para microscopia eletrénica de transmissao, devido a sua pequena espessura.

Foram preparadas solucdes precursoras de 6% (em massa) de PCL em THF
filtrado, para eliminar possiveis materiais particulados que interferissem na andlise de
microscopia eletronica de transmissdo. Quando necessario, foi adicionado 0,1% (em
massa) do agente de nucleacdo de interesse. A concentracdo de PCL utilizada foi
menor do que a utilizada para o preparo das membranas, devido a necessidade de
utilizar uma menor viscosidade da solugéo polimérica nesse método.

Laminulas de vidro de 4 cm? foram utilizadas como substrato suporte. Essas
laminulas foram lavadas com agua e detergente e enxaguadas com agua destilada
antes de serem imersas em THF filtrado por 15 minutos. Em seguida, foram recobertas
com uma fina camada de carbono, utilizando metalizador Balzers modelo Bal-Tec
MD20, para facilitar a posterior remocao dos filmes finos.

O equipamento de marca Laurell modelo WS-650 series de spin coating possui um
suporte, onde o substrato foi posicionado e fixado por sucg¢ao a vacuo. A preparacao do
filme nesse substrato consistiu da adicdo de 0,75 mL da solugéo precursora sobre o
substrato, que foi imediatamente rotacionado em um processo em 3 etapas: 500 rpm
por 5 s; 2000 rpm por 3 s e 4000 rpm por 55 s. Durante as etapas de rotagdo houve a
evaporacao do solvente, e consequente formacéo de um filme extremamente fino e liso.
Foi mantido um fluxo constante de nitrogénio seco durante todo o experimento. Em
alguns casos foi necessario avaliar os filmes produzidos por spin coating apds o seu
tratamento superficial. Nestes casos, apds a preparagao dos filmes sobre a laminula,
esta foi submetida aos ciclos de imersao sequencial, descritos no item 3.2.1.2.
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3.2.2. Caracterizacoes

3.2.2.1. Microscopia laser confocal (LSCM)

A microscopia laser confocal € um tipo de microscopia de fluorescéncia. Logo foi
necessario realizar o tingimento prévio das membranas com um corante fluorescente,
para contrastar as regides que contém acido estearico. Para isso foi utilizada uma
solugdo de alaranjado de acridina 1x10° mol L™". O comprimento de onda de excitagéo
desse corante é 470 nm e o de emissao é 530 nm (Lakowicz, 2006).

Para simular o tempo de exposicdo das membranas as solucées de calcio e
fosfato, durante os ciclos de imersdo sequencial, as membranas foram imersas por 30 s
na solucao de corante, lavadas e secas em papel de filtro. Esse processo foi realizado
20 vezes, sem trocar a solucao de corante. As membranas coradas foram secas a
vacuo por 24 horas.

Ap6s o coramento, as membranas foram fixadas em uma lamina de microscépio,
com o auxilio de uma laminula, e inseridas em um microscépio Confocal Leica modelo
TCS SP5X. Foi utilizado o laser de 488 nm para excitacdo do corante e, para
digitalizacdo da intensidade de emissao, para reproduzir a imagem digitalmente, foi
utilizado um fotomultiplicador selecionado na faixa de 520 nm a 540 nm.

Cada imagem apresentada neste trabalho é a composi¢céo de 76 se¢des de 1,33
um de espessura, obtidas em diferentes distancias focais obtidas utilizando o software
Las AF para compor uma unica imagem 2D que corresponde a uma regiao 3D de
aproximadamente 100 pum de espessura, sendo que a espessura total de uma

membrana é aproximadamente 700 pm.

3.2.2.2. Porosidade

3.2.2.2.1. Porosidade relativa
A porosidade relativa foi calculada a partir do procedimento descrito por Liao e
colaboradores (2012). Foram recortadas trés secdes, de aproximadamente 15 mg cada,
de regides diferentes da membrana. Essas secdes foram mantidas imersas em agua
deionizada por 8 horas com o auxilio de um fio de niquel-cromo amarrado a tampa do

frasco. A temperatura foi controlada utilizando um banho termostatizado a 25°C.
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Apés as 8h de imerséao, as sec¢des foram cuidadosamente secas com papel de filtro,
para remover o excesso de agua na superficie, e pesadas em balanca analitica recém
calibrada. Em seguida, foram secas a vacuo por 24 horas e pesadas novamente. A
partir das massas obtidas, a porosidade foi calculada utilizando a seguinte equacao:

€ = (Mmolhada — Mseca)/0,997
(Mmolhada — Mseca)/0,997 + Mgeca/1,145

onde Mmohada € @ massa da membrana apos 8 horas de imersdao em agua; Mseca € a
massa da membrana apds a secagem; 0,997 é a densidade da &gua (em g cm® a
25°C), e 1,145 ¢é a densidade da PCL a 25 °C (especificada pelo fabricante), também
em g cm™. A partir dos valores obtidos para a triplicata das medidas foi calculada a
média e o desvio padrao.

3.2.2.2.2. Porosidade volumétrica

A porosidade volumétrica foi calculada a partir do procedimento descrito por Li e
colaboradores (2010) e é baseada na variagdo do volume ocupado por uma mesma
matriz quando preparada na forma densa (tebrico) ou porosa. Trés secdes de
aproximadamente 3 cm? de diferentes regides da membrana, pesando
aproximadamente 30 mg, tiveram suas massas aferidas em microbalanga Perkin-Elmer
modelo AD-6, suas areas aferidas com paquimetro e suas espessuras em um
micrometro. O volume das membranas foi obtido por multiplicagdo da éarea pela
espessura da membrana e a porosidade total foi calculada utilizando a seguinte

equagao:

Vi — My /1,145

Vim
onde Vp, é o volume da membrana, em cm?; 1,145 é a densidade do polimero em g cm™

(fornecida pelo fabricante); e M, é a massa da membrana. A partir dos valores obtidos
para a triplicata das medidas foi calculada a média e o desvio padréo.
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3.2.2.3. Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

A andlise de DSC foi realizada em um DSC TA Instruments modelo Q100. Foram
utilizados aproximadamente 2 mg de amostra. A rampa de aquecimento foi realizada de
acordo com a norma ASTM D3418-12: primeiro aquecimento de 10 °C a 100 °C,
resfriamento de 100 °C a -40 °C e segundo aquecimento de -40 °C a 100 °C, todos na
taxa de 20 °C min™". A isoterma utilizada entre os aquecimentos e o resfriamento foi de
5 min.

Para os materiais preparados fora do planejamento de experimentos foram
utilizados aproximadamente 5 mg de amostra e a seguinte rampa de aquecimento:
primeiro aquecimento de 10 °C a 100 °C, sob uma taxa de 20 °C min™, resfriamento de
100 °C a -90 °C, na velocidade de 10 °C min™, e segundo aquecimento de -90 °C a 100
°C, na taxa de 20 °C min". Todas as anélises foram realizadas em atmosfera inerte
com 5 min de isoterma entre as rampas de aquecimento e resfriamento.

A partir dos valores de entalpia de fusdo obtidos no segundo aquecimento, foi
calculado o grau de cristalinidade dos materiais de interesse, utilizando a seguinte
equacao, descrita por Liu, Han e colaboradores (2010):

X, _ AH x 100 %

136,0

onde AH; (J g') é a entalpia de fusdo obtida no DSC, 136,0 J g é a entalpia de fusdo
da PCL 100% cristalina. Este valor € estimado e tabelado, e também foi utilizado no
trabalho de Liu, Han e colaboradores (2010).

3.2.2.4. Analise dinamico-mecanica (DMA)

Tiras de 5 mm x 20 mm das membranas foram ensaiadas no modo de tensdao em
um DMTA Rheometric Scientific Instrument modelo V, utilizando frequéncia de 1 Hz e
amplitude de 0,3%. A temperatura variou de -150 °C a 80 °C sob uma taxa de
aquecimento de 5 °C min™".
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3.2.2.5. Angulo de contato

O angulo de contato dos filmes preparados por spin coating foi determinado em um
tensibmetro Attesion modelo Theta Lite Optical. Foram realizadas medidas de cinco
regides diferentes de cada laminula contendo a amostra, utilizando gotas de agua
deionizada de aproximadamente 2,5 pL. Para cada amostra foram avaliadas pelo
menos duas laminulas, o que produziu um minimo de 10 medidas para cada filme fino
avaliado.

O angulo de contato de cada gota foi acompanhado ao longo de 90 s. Para cada
medida foi calculada a média dos angulos dos lados direito e esquerdo da gota. Essas
médias foram plotadas em um grafico, em funcdo do tempo, em conjunto com a
variacdo do volume da gota, também em funcédo do tempo, conforme representado na
Figura 12.

Para obter o angulo de contato, a partir da Figura 12, foi realizado um ajuste linear
na curva de angulo de contato x tempo. Foi delimitada para o ajuste linear a regidao da
curva entre o ponto de estabilizacdo do volume da gota e o ponto final em 90 s,
conforme representado pela linha vermelha da Figura 12. Foi considerado o valor de
angulo de contato como sendo o coeficiente linear da reta ajustada. Este método de
obtencdo do angulo de contato, a partir do coeficiente linear, foi desenvolvido neste

trabalho. Nao foram encontrados relatos similares na literatura.
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Figura 12 — Exemplo de medida do angulo de contato.
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3.2.2.6. Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

As amostras de secdo transversal das membranas foram previamente preparadas
por fratura criogénica em nitrogénio liquido, apés congelamento por 45 min. As secdes
transversais, bem como as duas superficies das membranas foram metalizadas com
liga ouro-paladio em metalizador Balzers modelo Bal-Tec MD20. As microscopias foram
realizadas em microscopio JEOL modelo JSSM-6360 em uma voltagem de aceleracéao de
5kV.

3.2.2.7. Microscopia eletronica de transmissao (TEM)

A microscopia eletronica de transmissao foi utilizada inicialmente para verificar a
morfologia dos esferulitos e a influéncia do agente de nucleagdo nessa morfologia. Para
isso, as membranas avaliadas foram recobertas, somente na face do substrato, por
uma fina camada de carbono, e embutidas em resina Eponate 12 de dureza média.
Apoés cura de 72 horas a 40 °C foram cortadas a -120 °C, em um crioultramicrétomo
Leica modelo EM UC6 utilizando faca de diamante Diatome de 45°, para obtengao de
cortes ultrafinos de 25 nm de espessura. As micrografias foram obtidas em microscépio
Zeiss modelo EM 902, sob voltagem de aceleracdo de 80 kV, utilizando um
espectrémetro de filtro de energia Castaing-Henry acoplado a coluna. As imagens foram
gravadas utilizando uma camera CCD Proscan de alta resolugéo e processadas no
software Analysis.

Além da avaliacdo das membranas em si, também foi avaliada por TEM a
morfologia das particulas de fosfato de calcio formadas. Para isso, dois tipos de
amostras foram preparados. Para avaliar a morfologia das particulas aderidas a matriz
polimérica, os filmes preparados por spin coating foram seccionados com o auxilio de
um bisturi e imersos em agua deionizada para retirada das pequenas se¢des aderidas a
superficie da laminula. As se¢des de tamanho e transparéncia adequados foram
transferidas para grades de 400 mesh com auxilio de uma pinca.

Para analisar as particulas adsorvidas sobre as membranas, telas de 600 mesh
recobertas com filme de parlédio foram postas em contato com as membranas. As
particulas aderidas na tela foram fixadas com isopropanol. As micrografias dessas
particulas foram obtidas em microscédpio Zeiss modelo Libra 120, operando sob
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voltagem de aceleracdo de 120 kV. Neste caso, as particulas também foram analisadas
por difracdo de elétrons e espectroscopia de perda de energia de elétrons (EELS).

3.3 Ensaios in vitro

3.3.1. Degradacao hidrolitica

O procedimento utilizado para a avaliacdo da degradacao hidrolitica foi adaptado
da norma ASTM F1635-11. Foram cortadas quatro se¢des de aproximadamente 6 mg e
0,25 cm?de 4rea de cada uma das membranas. A massa inicial dessas membranas foi
aferida em microbalanca. As amostras foram colocadas, separadamente, em frascos
contendo 12,5 g de agua deionizada, os quais foram acondicionados a 37 °C em um
banho ultratermostatizado Marconi modelo MA184. Apés 24 horas de degradacao, duas
secdes de cada amostra foram retiradas da agua e secas a vacuo por mais 24 horas.
As outras duas secdes de cada amostra foram retiradas com 30 dias de ensaio e
também secas a vacuo por 24 horas. O pH da agua de cada frasco foi acompanhado
periodicamente, utilizando pHmetro Metrohm modelo 827 pH lab recém calibrado.

O acompanhamento da degradacao foi feito pela afericio da massa apos
degradacao, tanto em 24 horas quanto em 30 dias. Além disso, foram realizadas
andlises de SEM e cromatografia de permeacao em gel (GPC) das membranas apés 30
dias degradacgéao e também das membranas ndo degradadas, para comparagao.

O procedimento utilizado para SEM foi o mesmo descrito anteriormente. Para
andlise de GPC, 6 mg de amostra foram dissolvidos em 2 mL de THF filtrado. Apéds a
completa dissolugédo do polimero, a solugao resultante foi filirada em filtro Watchman de
PVDF 0,21 um. Finalmente, 700 pL dessa solugéo foram injetados em um cromatografo
Viscotek GPCmax modelo VE2001, com detectores de indice de refracdo Viscotek
modelo VE 3580 e UV detector 2500. O equipamento foi calibrado utilizando padrdes de
poliestireno e os dados processados no software OMNISec.

3.3.2. Mineralizacao

Secdes de aproximadamente 6 mg e 0,25 cm? das membranas tiveram suas
massas aferidas em microbalanca. Em seguida, foram mantidas imersas em PBS a 37
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°C, em banho termostatizado por 1 hora. Apds esse periodo, foram lavadas com agua
deionizada e secas a vacuo por 24 horas. Finalmente, a massa das membranas foi
aferida novamente e sua morfologia avaliada por SEM, de acordo com o procedimento
ja descrito.

3.3.3. Citocompatibilidade

A avaliacdo da citocompatibilidade por meio do ensaio metabdlico do MTT foi
realizada no laboratério da Prof?. Dr?. Eliana Duek na Pontificia Universidade Catdlica -
campus Sorocaba. Neste ensaio foram utilizadas células osteoblasticas primarias,
obtidas de fragmentos ésseos da calvaria de ratos Wistar com 20 dias de idade. Essas
células foram semeadas sobre as membranas na concentracdo de 1x10° células mL™.
Ap6s 1, 5 e 12 dias, que sao os tempos pré-determinados de cultivo, os pocos de
cultura contendo as amostras aderidas ao fundo, foram esgotados do meio de cultivo e
lavados 3 vezes com solugdo tampdo PBS 0,1 mol L. Em seguida, 100 uL de meio de
cultivo contendo 10 uL de MTT (5 mg mL™") foram inseridos aos pocos e deixados reagir
no escuro por 4 horas a 37 °C. Novamente, os pocos foram esgotados e 100 uL de
dimetilsulfoxido (DMSQO) foram adicionados para dissolver os cristais. As solugdes
obtidas foram transferidas para uma nova placa de pocos de poliestireno, onde sua
absorbancia foi avaliada a 570 nm em um leitor de microplacas Bio-Tek Instruments
modelo EIx-800-UV. Esses ensaios foram realizados em ftriplicata, e os valores obtidos
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey, com 95% de

confianga, para determinar a significancia das variagoes.
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Capitulo 4 — Resultados Preliminares

4.1. Evidéncias da geracao de cargas negativas na superficie

Existem diversos fatores que devem ser levados em consideracao ao se preparar
membranas assimétricas por inversdao de fases. Uma etapa chave na preparagao
desses materiais € a preparacdo da solugdo precursora, ja que a interacdo entre o
polimero e o solvente na solugéo interfere significativamente na cinética de inversao de
fases. O tipo de solvente, a temperatura de dissolugdo e a concentracao de polimero
sdo apenas alguns dos muitos fatores que determinam a qualidade dessas interacoes
(Li et al., 2010).

As principais interagbes intramoleculares e intermoleculares presentes nas
cadeias poliméricas da PCL séo do tipo van der Walls. Além disso, existem também
interagbes do tipo dipolo-dipolo (devido aos grupos ésteres). Esse conjunto de
interagdes produz um polimero de baixa temperatura de fusao, insolivel em agua, mas
que se solubiliza facilmente em solventes oxigenados apolares. A literatura reporta o
uso de diclorometano, trifluoretanol, benzeno, 1,4-dioxano, cloroférmio e THF para
solubilizar PCL.

Para selecionar o solvente para esse trabalho, foram excluidos benzeno,
trifluoretanol, cloroférmio e diclorometano, devido a elevada toxicidade dos mesmos.
Como reportado por Li e colaboradores (2010), a temperatura de dissolucdo do
polimero pode alterar a morfologia da membrana. Entdo, como PCL funde a 60°C,
todos os solventes foram testados em temperatura ambiente. Foram utilizados 1,4-
dioxano, acetona, acetato de etila e THF para produzir solu¢cdes 20% (em massa) de
PCL. Exceto a solugdo de acetona, que nao ficou homogénea ap6s 24 horas de
agitacdo magnética, todas as solugdes foram espalhadas sobre uma placa de vidro e
deixadas evaporar, com o objetivo de verificar a qualidade do filme formado.

O filme formado a partir de acetato de etila ficou muito quebradi¢o, enquanto que
THF e 1,4-dioxano produziram filmes mais flexiveis. Como no processo VIPS a
volatilidade do solvente determina o tempo de inversao de fases, foi escolhido o THF
que, por ser mais volatil, produziu membranas altamente porosas em um menor periodo

de tempo.
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ApGs selecionar o solvente, foi necessario verificar se a cadmara de preparacao
seria adequada para promover a inversdo de fases induzida por vapor. Usualmente,
para obter uma atmosfera de umidade controlada, gas nitrogénio € borbulhado
lentamente em agua até sua saturacéo e, em seguida, misturado com o mesmo gas
seco em proporcdes variaveis, antes de ser inserido ao ambiente. Como nao havia no
laboratério disponibilidade de um sistema com tal controle, foi inserido um béquer com
agua diretamente dentro da camara.

A camara foi mantida em operacéao por sete dias consecutivos para verificar sua
estabilidade. Nesse periodo, a umidade foi mantida nos seguintes valores: na parte
inferior da camara, mais préximo do béquer, em torno de 100%, e na parte superior em
torno de 75%. Esse gradiente de umidade mostrou-se estavel ao longo dos sete dias de
ensaio. Foi observado que a atmosfera encontrava-se acima do ponto de orvalho,
devido ao embagamento da camara. Com o intuito de verificar se esse gradiente de
umidade ocasionaria alteragdes significativas na morfologia da membrana, diversas
membranas foram preparadas, em diversas regides da camara e em dias diferentes. A
morfologia das membranas, bem como o didametro médio dos poros (avaliado por SEM),
nao apresentaram nenhuma alteracédo. Portanto, o sistema foi considerado adequado.

Depois de estabelecidas as condicoes experimentais em relagdo ao solvente e ao
sistema para a producao das membranas porosas, foi avaliada uma forma de criar
cargas negativas na superficie dessas membranas. Como j& dito anteriormente, e
evidenciado no trabalho de Tanahashi e colaboradores (1997), cargas negativas séao
eficazes em promover a nucleagdo e crescimento de particulas CaP. Em seu trabalho,
Tanahashi e colaboradores (1997) comprovaram a influéncia de cargas superficiais na
deposicao de CaP, por ciclos de imersao sequencial, em uma superficie. Demonstraram
que nao é possivel depositar CaP em superficies neutras ou carregadas positivamente,
enquanto que em superficies carregadas negativamente a taxa de deposicdo depende
da polaridade dos grupos aniénicos disponiveis.

Neste trabalho, a inspiracdo para promover a criacdo de grupos aniénicos na
superficie dessas membranas foi encontrada em um processo amplamente utilizado
pela industria. Em seu livro, Fink (2010) descreve o uso de compostos anfifilicos de

baixa massa molar como aditivos antifog, na industria de embalagens alimenticias.
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Aditivos antifog sao utilizados principalmente na producao de filmes transparentes para
embalagem de produtos refrigerados. Fog significa neblina. Logo, um aditivo antifog é
aquele que elimina a neblina, ou seja, impede que a embalagem se torne embacada
com o decorrer do tempo de armazenamento refrigerado do produto.

Polimeros hidrofobicos interagem fracamente com &agua, sendo assim, quando
esta se condensa em sua superficie ocorre a formacao de goticulas. Esta € a origem do
embacamento. Para impedir que isso ocorra, é necessario tornar a superficie mais
hidrofilica. A funcédo do agente antifog € migrar para a superficie do polimero, voltando
sua cabeca polar a atmosfera saturada em agua. Com a insercdo de uma quantidade
suficiente de cabecas polares na superficie do filme polimérico, o seu carater hidrofilico
aumenta, permitindo que a agua se espalhe sobre essa superficie. O antifog mais
utilizado atualmente € o estearato de zinco, cuja cabeca polar € um grupo carboxilato.
Em geral é adicionado em torno de 2% em massa desse composto ao polimero.

Partindo-se da hipétese de migracao de moléculas anfifilicas, ou que contenham
grupos suficientemente polares, dispersas em solucdes de polimeros em solventes
apolares e expostas a uma atmosfera hidrofilica, & proposto 0 mecanismo de formacéao
das membranas apresentado esquematicamente na Figura 13.

Uma molécula organica anidnica (daqui por diante denominada agente de
nucleagéo) é adicionada a solugao polimérica. Em seguida, também se adiciona agua,
gota-a-gota, a solugdo. O objetivo de adicionar agua a solugao é controlar a inversao de
fases e aumentar a porosidade da membrana obtida.

Essa solugdo é entdo espalhada sobre um substrato e exposta a atmosfera
saturada de vapor de agua para que ocorra a separacao de fases L-L. Nesta condicao,
0 agente de nucleagéo, pouco soluvel em agua, permanece na fase rica em PCL, e
pode migrar para a interface polimero-atmosfera saturada, orientando seu grupo polar

anidnico para a fase rica em agua.
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Figura 13 - Representacao esquematica do método de obtencdao de membranas com ions
aprisionados na superficie.

Conforme a inversdo de fases progride, a fase rica em polimero pode solidificar
por cristalizagdo, consolidando a membrana e fixando o agente de nucleagao ndo sé na
superficie da membrana, mas também na superficie dos poros. Assim, os &nions
presentes na superficie servirdo de sitios de nucleacao para a formacao das particulas
de fosfato de célcio em uma etapa posterior de ciclos de imersao sequencial.

O aditivo antifog mais utilizado na industria é o estearato de zinco que € bastante
insoluvel. Neste trabalho, o primeiro agente de nucleacdo avaliado foi o estearato de
amonio. O ion aménio foi escolhido por ser um ion labil, que pode ser trocado pelo ion
Ca*? fixando-o na superficie da membrana e permitindo a nucleagcdo de CaP. No
entanto, conforme pode ser observado na Figura 14, ndo foi possivel obter uma
dispersdo uniforme deste aditivo na membrana. Mesmo em concentragbes muito
pequenas, como 0,2% (em massa), foi possivel observar a formacao de cristais e
agregados de estearato de aménio distribuidos na membrana.

Na tentativa de melhorar a solubilizagédo do agente de nucleacgéo, foram testados
diferentes solventes, diferentes concentracbes de polimero, de estearato de ambnio e
de agua, mas nao foi possivel eliminar a agregacdo do estearato de amoénio,
possivelmente devido a baixa solubilidade deste em THF e também na PCL. Apds

varios testes, o procedimento que resultou na menor extensdo de agregacao foi o de

44



Laura C. E. Silva Resultados preliminares

solubilizar, em concentracdes reduzidas, estearato de aménio em THF a 50°C e
adicionar a solucao aquecida a solucao polimérica, a temperatura ambiente, antes de

espalhar a solugcéao no substrato.

Figura 14 - Micrografias eletronicas de varredura da superficie livre (esquerda) e da se¢ao
transversal (direita) de uma membrana densa contendo 1,0% (em massa) de estearato de amonio.

Mesmo sem a completa dispersao do agente de nucleacao, foram realizados os
ciclos de imersado sequencial, de acordo com o procedimento adaptado de Serizawa e
colaboradores (2001). Foi observado que, mesmo ocorrendo em uma distribuicao nao
uniforme, houve deposicdo de fosfato de célcio na superficie da membrana. Além disso,
foi verificado que os aglomerados de estearato de aménio modificaram as propriedades
térmicas e mecanicas do polimero. Contudo, o principal aspecto negativo dessas
aglomeracdes seria a possibilidade de produzirem concentragdes locais de ion aménio
no meio corpdreo ou alteragées no pH local quando implantadas, o que poderia levar a
uma resposta inflamatéria indesejavel no tecido implantado. A citotoxicidade desse
agente de nucleacgdo foi confirmada em um ensaio de citocompatibilidade pelo método
do ensaio metabdlico do MTT, e por esse motivo foram utilizados outros agentes de
nucleacgao.

Durante o preparo do estearato de amdnio foi observado que o seu precursor, 0
acido estearico é soluvel em THF a temperatura ambiente dentro da faixa de
concentragbes utilizadas no trabalho. O acido estearico contém um grupo carboxilico

em sua estrutura. E razoavel esperar que durante o processo de inversao de fases este
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grupo polar migre para a superficie. Além disso, é razoavel esperar também que
quando a membrana, contendo grupos carboxilicos aprisionados em sua superficie, for
imersa nas solucées aquosas, esta disponha de grupos aniénicos para nucleacédo de
CaP, devido a formagdo de grupos carboxilato pela desprotonacdo dos grupos
carboxilico. Portanto, o acido estearico também foi avaliado como um possivel agente
de nucleacéo.

Diversos testes foram realizados utilizando acido estearico como agente de
nucleacao e foi possivel observar que abaixo de 0,5% (em massa) de &cido estearico
ndo havia aglomerados visiveis por SEM. Para confirmar a solubilizagdo do acido
estearico na matriz polimérica, as membranas obtidas foram analisadas por TEM. A
Figura 15 apresenta uma membrana porosa preparada por VIPS e outra densa,
preparada por evaporacao controlada de solvente.

Figura 15 - Micrografias eletronicas de transmissao de membranas contendo 0,5% (em
massa) de acido estearico, preparadas por VIPS (esquerda) e por evaporacao controlada de
solvente (direita).

E possivel observar que ndo ha nenhum cristal ou aglomerado de &cido estearico
na membrana preparada por VIPS, enquanto que na membrana densa é possivel
identificar nanocristais de acido estedrico (evidenciados por flechas amarelas).
Observa-se também que as lamelas dos esferulitos de PCL na membrana densa séo
alongadas e orientadas. Esse resultado indica que possivelmente o acido esteérico
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solubilizado esteja alojado na regido interlamelar, e ndo na superficie, como era
esperado. E provavel que isso tenha ocorrido na membrana densa devido a menor area
superficial, como também ao fato de ter sido obtida por evaporacédo controlada, e nao
por VIPS, o que limitou a migracéo do agente de nucleacao para a superficie.

Como s6 o método VIPS é utilizado para preparar as membranas deste trabalho,
considerou-se que o0 uso do acido estearico em uma concentracdo maxima de 0,5%
(em massa), seria uma alternativa mais adequada. No entanto, devido a evidéncia de
que o acido estearico pudesse se concentrar na regido interlamelar das membranas
densas, foi realizado um estudo sobre a dispersdao do mesmo nas membranas VIPS.
Algumas evidéncias experimentais, como a auséncia de contraste suficiente que
permitisse visualizar, por TEM ou SEM, esses cristais nas membranas preparadas por
VIPS, indicaram que o acido estearico nao cristalizou nesses casos. Para buscar uma
nova confirmagéo, foi realizada a microscopia confocal (LSCM) dessas membranas.
Para que fosse possivel contrastar aglomerados ou cristais de acido estearico neste
tipo de microscopia, essas membranas foram coradas com alaranjado de acridina, um
corante fluorescente cuja estrutura quimica apresenta um nitrogénio central

parcialmente positivo capaz de interagir eletronicamente com grupos carboxilatos

(Figura 16).
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Figura 16 - Estrutura quimica do corante fluorescente, alaranjado de acridina.

A Figura 17 apresenta as micrografias da superficie livre de uma membrana de
PCL pura e de uma contendo 0,5% (em massa) de acido estearico, obtidas a partir da
reconstrucao 3D realizada por LSCM. A PCL possui uma discreta autofluorescéncia na
regido de comprimentos de onda avaliada, sendo assim ambas imagens apresentaram

fluorescéncia suficiente para serem visualizadas por esta técnica (Yeong et al., 2010).
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Os pontos mais brilhantes presentes nas duas amostras podem ser atribuidos a regides
onde ocorreu hidrélise parcial da superficie e houve adsorcao preferencial de corante.

O brilho na imagem de LSCM é linearmente dependente da concentracdo de
agente croméforo na regido analisada. A membrana contendo 0,5% (em massa) de
acido estedrico apresentou maior intensidade de cor, bem como maior definicdo dos
poros, 0 que comprova a maior concentragao de corante. Esta, por sua vez, confirma a
existéncia de cargas negativas distribuidas principalmente na superficie dos poros,
devido a presenca do acido esteéarico e, portanto, comprova a hipétese ilustrada na

Figura 13.

Figura 17 - Projecao 2D de reconstrucées 3D da superficie livre de uma membrana pura
(esquerda) e uma membrana contendo 0,5% (em massa) de acido estearico (direita), ambas
coradas com alaranjado de acridina.

4.2. Otimizacao do método VIPS

Mesmo com as comprovagdes preliminares de que o método proposto seria
efetivo em produzir membranas porosas com cargas negativas na superficie, ainda é
necessario otimizar esse processo, no sentido de obter uma membrana com maxima
porosidade e maxima disponibilidade de cargas na superficie. Inicialmente, foi
observado que os fatores que mais influenciam a morfologia da membrana séao a
concentragdo do polimero e a concentracdo de agua. Ao contrario do que é
frequentemente descrito na literatura, inclusive por Liu, Zhao e colaboradores (2010), foi
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observado que a umidade na camara de preparacdo das membranas poderia sofrer
variacdes dentro de uma ampla faixa sem alterar significativamente a morfologia e o
tamanho dos poros. Uma hipbtese pra explicar esse comportamento atipico € que a
adicao de agua na solugao precursora aproxima a composicao inicial da linha binodal
de separacao L-L, alterando sua cinética e, portanto, minimizando a importancia da
umidade relativa (Tsai et al., 2010).

Para otimizar os parametros relativos a concentracdo de &acido estearico,
concentragdo de agua e concentracdo de polimero, foi utilizado um planejamento
experimental do tipo Box-Behnken (BBD) com 3 fatores em 3 niveis e triplicata no ponto
central, totalizando 15 experimentos, que foram realizados de forma aleatéria (Ferreira
et al., 2007). Todas as demais condigdes experimentais, nao incluidas no planejamento
foram controladas de acordo com o descrito no item 3.2.1.1. (capitulo anterior).

O planejamento BBD € um planejamento de segunda ordem, baseado em um
planejamento fatorial fracionario, podendo envolver trés ou mais niveis. A principal
vantagem dessa classe de planejamentos € que, além de avaliar um grande nimero de
variaveis (fatores) utilizando um numero bastante reduzido de experimentos, a
avaliacao é bastante segura, mesmo em uma ampla faixa de valores para cada um dos
fatores. Esse tipo de planejamento tem se tornado cada vez mais popular na ciéncia de
biomateriais. Um exemplo € seu uso em processos de producdo de microesferas
encapsuladoras de farmacos (Feczké et al., 2011; Bir6 et al., 2009). A Figura 18 tras
uma representacao esquematica do espaco amostral de um planejamento BBD de trés

fatores em trés niveis.

¥

Figura 18 - Representacao esquematica do espaco amostral de um planejamento de
experimentos do tipo Box-Behnken (Ferreira, et al., 2007).
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A Tabela 1 apresenta os fatores estudados no planejamento BBD, bem como seus
respectivos niveis. Conforme comentado anteriormente, além das concentragdes de
PCL e de agua, a concentracdo de acido estearico também foi incluida no
planejamento, com o intuito de maximizar a distribuicdo das cargas negativas na

superficie.

Tabela 1- Parametros avaliados no planejamento Box-Behnken para otimizar o preparo de
membranas assimétricas de PCL por inversao de fases induzida por vapor (VIPS).

Fatores Niveis
-1 0 +1
PCL* 11 13 15
Agua* 5 8 11
Acido** 0,1 0,3 05

* Porcentagens massicas.

** Porcentagem massica de acido estearico em relagdo a massa de PCL.

Para a realizagdo dos calculos estatisticos envolvidos em um planejamento de
experimentos, apos selecionados os fatores e niveis de interesse € necessario
determinar o fator resposta. O fator resposta € o fator dependente, que determina a
composicdo 6tima, ou o ponto 6timo de qualquer planejamento. E desejavel que esse
fator resposta seja quantitativo, para facilitar os calculos, mas nao é obrigatorio.

Para otimizar as concentragbes (fatores independentes) frente a maxima
porosidade (fator dependente), foi utilizado o método de porosidade relativa (item
3.2.2.2.1.) para obter a porosidade de cada membrana. Esse método de calculo de
porosidade nao é tdo exato quanto o método da porosidade volumétrica, mas produz
medidas mais precisas, com menor desvio padrdo. A grande precisao das medidas de
porosidade pelo método relativo garante que os resultados relativos sejam confiaveis
desde que todos os ensaios sejam conduzidos nas mesmas condi¢cdes. A Figura 19
apresenta as membranas obtidas no planejamento BBD com menor e maior

porosidade, respectivamente.
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Figura 19 - Micrografias eletronicas de varredura da membrana de menor (esquerda) e maior
(direita) porosidade, obtidas no planejamento de experimentos BBD.

Para otimizar as concentragboes avaliadas quanto a maxima disponibilidade de
acido estearico na superficie, foi necessario selecionar outro fator de resposta, que
permitisse detectar um possivel excesso de 4cido estearico. Para isso, foram realizadas
analises de DSC das membranas. A Figura 20 mostra as curvas de resfriamento no
DSC para uma membrana de PCL puro, e membranas contendo 0,1% e 0,5% de acido
estearico. Para comparacao, ha também a curva obtida para o acido estearico puro.

— PCL

—0,1 % 4cido estedrico
74 ——0,5 % 4cido estedrico
Acido estedrico

Exo—  Fluxo de calor (W g'])

\S)

-10 0 10 20 30 40 50 60 70 80

Y
S

Temperatura (°C)

Figura 20 - Perfil de cristalizagao no resfriamento da calorimetria exploratéria diferencial da
PCL, do acido estearico e de membranas obtidas no planejamento Box-Behnken.
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Comparando os resultados de DSC, foi possivel observar que o aumento da
concentracao de acido estearico (0,5% em massa) provoca uma mudang¢a na forma do
pico de cristalizacdo que adquire um formato similar ao do &cido esteéarico puro. Além
disso, a cristalizagdo do polimero é antecipada, deslocando a temperatura de
cristalizacao para valores maiores. Porém, quando a concentracao € menor (0,1% em
massay), o pico mantém o mesmo perfil simétrico da PCL pura, e a cristalizacao ocorre
em temperatura préxima ou, em alguns casos, em temperatura um pouco menor.

A cristalizacdo de polimeros é dada por dois processos que ocorrem em taxas
diferentes: a nucleacdo e o crescimento. A temperatura do pico de cristalizacao, T,
representa a temperatura onde a combinagdo da nucleacdo e do crescimento dos
cristais provoca a maxima variacao de entalpia. No entanto, para verificar alteragdes na
cinética de nucleagao de cristais poliméricos é necessario observar a temperatura de
inicio do processo, Tonset (Canevarolo, 2006). Essa temperatura esta indicada por setas
vermelhas nas curvas da Figura 20.

Como a mudanga em Tonset COM a concentracao de acido estearico mostrou-se
significativa, a variacdo de Tonset das membranas, frente a Tonset d& uma membrana de
PCL pura foi utilizada como um segundo fator de resposta no planejamento. O

parametro quantitativo utilizado para representar esta mudanca foi:

AT = Tonset PCL — Tonset

onde Tonset pcL refere-se a temperatura de inicio de cristalizagao da PCL pura e Tonset @
temperatura de inicio de cristalizacdo da membrana contendo agente de nucleagéo
preparada nos experimentos realizados para o planejamento BBD.

Provavelmente, a variacdo observada em Tgset €Std relacionada ao fato da
concentracdo de &cido estar acima do seu limite de solubilidade na membrana
polimérica, ocasionando a cristalizacao do agente de nucleacdo na forma de cristais
nanomeétricos (Figura 15 a direita) que atuam como pontos de nucleacdo para a
cristalizacdo do polimero. Essa situacao é desfavoravel porque, além de aumentar a
cristalinidade do material, o que o torna mais fragil mecanicamente, confina os cristais

de 4cido estearico na estrutura cristalina do polimero, impedindo a sua difuséo para a
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superficie da membrana. Por outro lado, quando o acido esta completamente dissolvido
na matriz polimérica, este pode difundir e concentrar-se preferencialmente na
superficie, sem alterar a cinética de cristalizacdo do polimero. Neste caso, é esperado
que Tonset S&€ Mantivesse préximo ao valor obtido para a membrana de PCL pura. Assim
na avaliacao de AT no planejamento BBD, buscou-se obter valores proximos a zero. Na
Tabela 2 estdo apresentados os niveis utilizados nos experimentos do planejamento
BBD para cada um dos diferentes fatores, bem como as respostas obtidas, tanto de
porosidade quanto de AT.

Tabela 2 — Condi¢cGes experimentais utilizadas nas preparagdoes segundo o planejamento
experimental Box-Behnken e suas respectivas respostas.

Experimento PCL* Agua* Acido* Porosidade (%) AT (°C)

1 04,5 1
10 11,1 0
4 12,8 1
13 05,7 0
2 17,1 1
11 02,6 0
3 15,0 -1
12 07,6 1
5 07,4 -1
8 11,9 -4
6 00,7 0
9 14,3 0
7 12,0 1
14 12,6 2
15 10,0 2

* Valores referentes aos niveis apresentados na Tabela 1.

A partir desses resultados foi utilizado o software Statistica 6.0® para realizar os

calculos estatisticos necessarios. Para tal, foi aplicado o modelo de célculo linear com
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interacdes, ou linear one-way interactions, uma vez que a quantidade de fatores e
replicatas nao fornecem graus de liberdade suficientes para utilizar o método
quadratico. No entanto, esse modelo apresentou falta de ajuste, que é um parametro
estatistico, utilizado para quantificar o desvio que os resultados reais apresentam em
relacdo aos resultados tedricos obtidos por um determinado modelo matematico. A
comprovacao de falta de ajuste impede que seja obtida uma equacdo matematica
significativa que correlacione todos os fatores, dependentes e independentes. A falta de
ajuste nao invalida o planejamento de experimentos, mas diminui a sua exatidao, pois
requer que a determinacdo do ponto 6timo seja feita empiricamente, a partir da
avaliacao criteriosa dos resultados obtidos. A avaliagdo empirica é, na verdade, a mais
utilizada no planejamento de experimentos, uma vez que € muito comum que 0s
resultados experimentais apresentem falta de ajuste.

Determinar o ponto 6timo, a partir de analises empiricas de dois fatores
simultaneamente € extremamente complexo. Neste caso, obtém-se melhores
resultados avaliando-se as respostas separadamente e cruzando-se os dados
posteriormente. A Figura 21 apresenta as principais informacdes obtidas com o
planejamento BBD frente a porosidade. O grafico de pareto, apresentado a esquerda,
permite visualizar a importancia relativa de cada efeito e também dizer quais sao
significativos dentro do intervalo de confianga de 95% (determinado pela linha vermelha
pontilhada). Observa-se que apenas a concentragao de PCL, a concentragcéao de agua e
a interacdo entre ambas sao efeitos significativos para a porosidade.

O gréfico de pareto sozinho nédo € suficiente para determinar o ponto 6timo, mas é
a partir dele que se determinam os parametros necessarios para a elaboracdo do mapa
de contorno. O mapa de contorno é uma representacédo 2D do comportamento de dois
fatores dependentes frente ao fator independente que esta sendo avaliado. Neste caso,
como a concentracdo de acido nao tem efeito significativo na porosidade, optou-se por
manté-la no nivel -1 e avaliar o0 mapa de contorno de PCL x agua, apresentado na
Figura 21 a direita. A partir do mapa de contorno € possivel verificar que a porosidade é

maxima quando a concentracdo de PCL € minima e a concentracao de agua é maxima.
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Figura 21 - Grafico de pareto (esquerda) e mapa de contorno obtido com concentracao de
acido no nivel -1 (direita) obtidos no planejamento Box-Behnken para a resposta porosidade.

Tendo em vista que um dos fatores que determina a estrutura de poros é a
viscosidade da solucdo, o uso de solugdes com menor concentracdo de polimero deve
favorecer o crescimento da fase dispersa, isto €, a formacao de poros (Park et al., 1999;
Lee et al.,, 2004). O aumento na concentracdo de agua tem o efeito de antecipar a
separacdo de fases e diminuir a viscosidade da solugcdo e, portanto, aumentar a
porosidade.

A Figura 22 apresenta os principais resultados do planejamento BBD para AT. O
grafico de pareto mostra que a concentragédo de acido e a concentragéo de agua séo os
efeitos significativos. Assim, para determinar a concentracdo 6tima de 4cido estearico,
optou-se por avaliar o mapa de contorno de agua x acido, mantendo PCL no nivel -1,
como foi definido pelo mapa de contorno de porosidade.

A partir do mapa da Figura 22 observa-se que uma menor concentracdo de agua
resulta em valores mais positivos de AT, possivelmente devido ao fato do acido
estearico ser insoluvel em agua. Quanto maior o teor de 4gua na solugdo, menor a
solubilidade desse composto. Dessa forma, analisando os principais resultados obtidos
na avaliacdo dos dois fatores resposta, a melhor condicdo para o preparo das
membranas foi definida pelas seguintes composi¢cdes dos componentes: 11% (em
massa) de PCL, 9% (em massa) de agua e 0,2% (em massa) de acido estearico.
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Figura 22 - Grafico de pareto (esquerda) e mapa de contorno no nivel -1 de PCL (direita)
obtidos no planejamento Box-Behnken para a resposta AT.

As concentracdes dos agentes de nucleacédo hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) e
hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila) ndo foram otimizadas, visando permitir a
comparacao da eficiéncia dos agentes de nucleacao. Desta forma, optou-se por manter
constante a concentracdo molar de grupos negativos inseridos na membrana, ou seja,
enquanto para acido estearico a concentragdo em massa foi de 0,20% (ou 4,4 mg),
para os hidrogenofosfatos a concentracao em massa foi de 0,22% (ou 4,9 mg).

4.3. Otimizacao do tratamento superficial

Mecanismos que elucidem a cinética de deposi¢cdo de CaP na superficie de um
biomaterial ainda sdo pouco explorados na ciéncia de superficie de biomateriais. Sabe-
se que a nucleacao uniforme de CaP na superficie de um biomaterial € a etapa limitante
para obtencdo de um recobrimento uniforme e que os pré-requisitos para a nucleagéao
sdo: a disponibilidade de cargas negativas na superficie e a supersaturagdo de ions
Ca*? na interface solucdo-biomaterial (Madurantakam et al., 2009).

O trabalho mais promissor realizado no sentido de elucidar o mecanismo de
deposicdo de CaP é o de Hata e colaboradores (1995). Neste trabalho os autores
utilizaram uma aproximacao da lei de Arrhenius para propor um modelo matematico

para a cinética de cristalizacdo de CaP sobre bioceramicas inertes de alumina,
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considerando as concentracdes idnicas do SBF, a taxa de renovacgao dessas solucoes,
o tempo e a temperatura de imerséo.

Além disso, ainda ndo existem relatos sobre a utilizacdo de agentes de nucleacao
para nuclear o crescimento dessas particulas, o que torna o mecanismo desse
processo um tema a ser explorado. Neste trabalho pretende-se desenvolver um método
para promover o recobrimento uniforme de CaP na superficie de uma membrana, de tal
forma que promova a biocompatibilidade da mesma sem impedir a degradacgao in vivo
do polimero. Assim, é necessario otimizar também esse procedimento.

Devido ao elevado numero de varidveis possiveis, foi realizado um planejamento
fatorial fracionario do tipo 2*' com ftriplicata no ponto central, que totalizou 11

experimentos, que foram realizados de forma aleatéria. A

Tabela 3 apresenta os fatores e niveis que foram avaliados nesse planejamento.
Séo eles: temperatura de trabalho, numero de ciclos, tempo de imersao da membrana
em cada solucado (denominado tempo de ciclo) e concentragdes ibnicas das solugdes.
As concentracdes de nitrato de calcio (Ca*?) e hidrogenofosfato de diaménio (PO4®)
foram avaliadas como uma Unica variavel, uma vez que foi mantida constante a razao

Ca/P em 1,67, que é considerada a razao étima para o crescimento de CaP insoluvel.

Tabela 3 — Parametros avaliados no planejamento 2*' para otimizar o procedimento do
tratamento superficial por ciclos de imersao sequencial.

Fatores Niveis
-1 0 +1
Temperatura (°C) 25 31 37
Numero de Ciclos 4 6 10
Tempo de ciclo (s) 30 45 60
Concentracoes” 100/60 200/120 400/240
Ca*’/PO,?

* Concentragcdes em mmol L™ referentes & solugcdo de nitrato de célcio e de hidrogenofosfato de diaménio
respectivamente.
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A variavel dependente escolhida para esse planejamento foi a variagdo de massa
(Am). Apesar da variagdo de massa nao ser sensivel a mudangas na estrutura cristalina
do fosfato de calcio, esta € uma medida quantitativa Gtil para o planejamento fatorial.
Como a massa de fosfato obtida nesse tratamento € muito pequena, foram utilizadas
membranas de PCL densas e finas de 200 um de espessura cortadas em esferas de 6
mm de diametro, para aumentar a razao massica CaP/PCL e, portanto, os valores de
An. As amostras foram pesadas antes do tratamento superficial e, apds os ciclos de
imersao, foram secas a vacuo por 24 horas e pesadas novamente. A partir desses
dados A, foi calculado utilizando a seguinte equacao:

Am = ((mfm;m)) x 100

onde m; € a massa apods os ciclos de imersdao sequencial, e m; € a massa antes do
tratamento.

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos nesse planejamento. Mesmo ap6s
diversas tentativas de otimizacdo destes e outros pardmetros, as variacbes massicas
obtidas foram relativamente pequenas. Assim, as membranas com maior € menor An
foram analisadas por SEM para comparacao. A Figura 23 apresenta as micrografias
das amostras com maior (B) e menor (A) deposicdo de fosfato de calcio, que
encontram-se destacadas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Condic6es experimentais utilizadas nas preparacoes segundo o planejamento
experimental 2 *' e suas respectivas respostas.

Experimento Numero de Temperatura* Tempo Concentracoes* Anp (%)

Ciclos * de ciclo *
7 -1 -1 1 1 0,0
8 1 1 1 1 1,4
4 -1 1 1 -1 0,0
B 5 1 -1 -1 1 3,1
11 0 0 0 0 0,4
1 -1 -1 -1 -1 0,2
3 1 -1 1 -1 0,8
2 1 1 -1 -1 1,0
A 6 -1 1 -1 1 0,0
10 0 0 0,0
9 0 0 0 0 0,0

* Valores referentes aos niveis apresentados na Tabela 3.

Figura 23 - Micrografias eletrénicas de varredura de filmes de PCL apdés o tratamento
superficial por ciclos de imersao sequencial nas condicoes A (esquerda) e B (direita), destacadas
na Tabela 4.
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Utilizando mais uma vez o software Statistica 6.0® para realizar os calculos
estatisticos, foram obtidos os resultados apresentados na Figura 24. Este planejamento
também apresentou falta de ajuste para o modelo linear one-way interactions e neste
caso, também nao ha graus de liberdade suficientes para utilizar o modelo quadratico,

logo este planejamento também foi avaliado empiricamente.
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Figura 24 - Grafico de pareto (esquerda) e mapa de contorno obtido utilizando temperatura
no nivel -1 e concentracées no nivel 1.

De acordo com gréafico de pareto, na Figura 24 a esquerda, observa-se que
apenas o numero de ciclos tem um efeito significativo na quantidade de CaP depositada
sobre a superficie do filme. A observacao esta de acordo com o que foi encontrado por
Serizawa e colaboradores (2001), Choong e colaboradores (2011) e Oyane e
colaboradores (2003). Assim, com base na composi¢cdo da membrana B, fixou-se a
temperatura no nivel -1 (25°C) e as concentragdes no nivel 1 (400/240 mmol L) para
obter o mapa de contorno a direita da Figura 24. Nele observa-se que o recobrimento é
maximo quando o numero de ciclos € maximo e o tempo de imersdo € minimo. Isso
mostra que, de fato, o procedimento B € o mais adequado. Essa avaliacdo foi
confirmada ndo s6 em outros mapas de contorno, mas também em experimentos
comprobatérios. Logo, foram determinados os seguintes parametros para o tratamento
superficial por ciclos de imersdo sequencial: temperatura de 25°C e 10 ciclos de
imersao sequencial alternada durante 30 s em cada uma das solucées (400 mmol L™ de
Ca*" e 240 mmol L™ de PO,®).
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Capitulo 5 — Caracterizacdes Fisico-Quimicas

5.1. Caracterizacoes fisico-quimicas

Apé6s o estudo sobre a habilidade do &cido estearico de gerar cargas negativas,
otimizar o método de preparo do dispositivo polimérico e também comprovar a
viabilidade e otimizar o procedimento dos ciclos de imersdo sequencial, levantou-se a
seguinte questdo: o uso de qualquer outra organica anibnica € capaz de reproduzir
esse comportamento? A nucleacdo e o crescimento de CaP nessa superficie é
dependente da estrutura quimica do agente de nucleacdo? Para que fosse possivel
responder essas questdes, foram testados dois outros agentes de nucleacgao:
hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) e hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila).

A principal vantagem desses agentes de nucleagdo é que seus grupos aniénicos
sdo fosfato, que tem maior afinidade pelo fon Ca*® que carboxilatos. A nucleacdo de
CaP numa superficie depende da disponibilidade, carga formal e afinidade pelo ion
Ca*® do grupo negativo disponivel na superficie (Kokubo, 2005). Esses organofosfatos
sao aprovados pelo FDA para uso em embalagens alimenticias, 0 que comprova sua
biocompatibilidade. Além disso, tem massa molar préxima a do acido estearico, o que
permite a comparagao entre eles.

Um potencial efeito adverso desses compostos € que, por conterem duas cadeias
organicas ligadas ao grupo aniénico, podem estar menos disponiveis na superficie,
uma vez que tém menor polaridade e melhor interagdo com a PCL. Por um lado, isso
pode dificultar o lixiviamento do agente de nucleagcdo durante os ciclos de imersao
sequencial, por outro, pode diminuir a mobilidade do agente nucleante na matriz. O
lixiviamento do agente de nucleagdo durante os ciclos de imersdo ou em meio corpéreo
foi uma preocupagédo constante no desenvolvimento deste trabalho, visto que os
agentes antifog sao lixiviados com o tempo, mas nenhuma evidéncia disso foi
encontrada.

As alteracbes na estrutura quimica do agente de nucleagdo podem proporcionar
mudancgas significativas na interagdo agente de nucleacéo-polimero, o que indica que a
estrutura quimica de fato influencia significativamente a nucleagdo e crescimento de

CaP na superficie de um biomaterial. Comprovar a viabilidade de utilizar diversos
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agentes de nucleacgéo para este fim é de grande interesse para a biotecnologia, uma
vez que permitiria desenvolver uma série de novos biomateriais. Atualmente ha uma
vasta disponibilidade de moléculas organicas anidénicas que poderiam ser combinadas
com os diversos polimeros que sao utilizados na biomedicina, independentemente da
hidrofobicidade ou da biodegradabilidade dos mesmos. Qualquer composto de baixa
massa molar & passivel de migracdo dentro de uma matriz polimérica. Quando o
polimero esta uma temperatura acima da sua T4, mas abaixo da T;, sua fase amorfa
tem elevada mobilidade, e é através dela que o composto de baixa massa molar se
difunde (Canevarolo, 2006). No entanto, quando o polimero contendo um composto de
baixa massa molar esta em solugédo, a mobilidade desse composto é significativamente
aumentada, uma vez que o proprio polimero tem maior mobilidade. A elevada
mobilidade de um agente de nucleacado durante a transi¢cao de fases L-L no processo
de inversao de fases € o principio que rege a hipétese levantada na Figura 13, ndo s6
para o acido estearico, mas também para qualquer agente de nucleagao disperso numa
matriz polimérica.

A Tabela 5 tras um resumo das abreviacbes utilizadas para identificar as
membranas preparadas neste trabalho e que serdo utilizadas daqui por diante, para
identifica-las na descricao dos resultados de caracterizacao fisico-quimica e morfolégica
e também descricdo da avaliagdo de sua biocompatibilidade. PCL refere-se a
membrana pura; PCL-A, PCL-E e PCL-M referem-se as membranas contendo acido
estedrico, hidrogenofosfato  de  bis(2-etilhexila) e  hidrogenofosfato  de
bis(metacriloiloxietila) respectivamente. A sigla “/t” significa que a membrana passou
pelo tratamento superficial otimizado isto é, a membrana passou por 10 ciclos de
imersao sequencial alternada durante 30 s em solug¢des de Ca+2 (400 mmol L-1) e de
PO4-3 (240 mmol L-1). A concentracao do agente de nucleacgéo foi otimizada para o par
acido estearico/PCL (0,2% em massa, em relacdo ao PCL) e mantida para os demais.
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Tabela 5 - Resumo das nhomenclaturas utilizadas.

Legenda Agente de nucleacao Imersao sequencial
pcL. Nao
pcbLx Sim
PCL-A acido estearico Nao
PCL - At acido estearico Sim
PCL-E hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) Nao
PCL - E/t hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) Sim
PCL-M hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila) Nao
PCL - M/t hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila) Sim

Os resultados apresentados neste e nos préximos capitulos sdo referentes a
membranas preparadas em ftriplicata. Essa medida foi tomada para garantir a
reprodutibilidade dos processos de preparacdo das membranas. A Tabela 6 apresenta
os resultados obtidos nas medidas de porosidade volumétrica e de angulo de contato.

Para medir a porcentagem de poros nos materiais resultantes, foi utilizado o
método de porosidade volumétrica. O método da porosidade relativa permite medir a
porosidade das membranas com baixo desvio padrao (em torno de 0,5%, quando feita
em triplicata). Porém, no caso da PCL que € um polimero bastante hidrofébico, pode
nao corresponder ao valor real da porosidade. Sendo assim, para calcular a porosidade
das membranas otimizadas foi utilizado o método da porosidade volumétrica, uma vez
que esse que permite obter valores mais exatos, porém com maiores desvios padréo
(da ordem de 2%).

O éangulo de contato foi avaliado pelo método estatico, no entanto foi observado
que apods a estabilizacdo do volume da gota, o angulo de contato continuou variando
com o tempo. Araujo e colaboradores (2008) reportam 0 mesmo tipo de comportamento
e atribuiram ao fato de que a PCL é molhada muito lentamente pela agua, devido a sua
hidrofobicidade e cristalinidade. Dessa forma, neste trabalho optou-se por reportar os
valores de angulo de contato a partir do coeficiente linear de uma reta ajustada Figura
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12, uma vez que estes valores refletem um comportamento global e independente do

tempo de medida.

Tabela 6 - Porosidade volumétrica e angulo de contato das membranas, com e sem
tratamento que foram avaliadas.

Porosidade (%) Angulo de Contato (°)

PCL 50 £1 80+2
PCL-A 50 £1 78 £1
PCL-A* - 89 +6
PCL-E 52 +1 78 £2
PCL-E& - 79+3
PCL-M 54 +2 79 +2
PCL-Mt = - 813

Analisando a Tabela 6, é possivel observar que, estatisticamente, a porosidade de
PCL, PCL- A e PCL-E sao iguais, enquanto que PCL-M é ligeiramente mais porosa.
Essa observacao é confirmada pelo fato que PCL-M é mais fragil quando manipulada,
enquanto que as outras sdo mais resistentes ao rasgo. A porosidade das membranas
tratadas ndo foi avaliada, uma vez que nao foram observadas evidéncias de variacao
de porosidade por SEM.

O angulo de contato, também apresentado na Tabela 6, mostra que nao ha
diferenca estatistica entre as membranas. Todas apresentam angulo de contato em
torno de 80°. Na literatura é possivel encontrar valores de angulo de contato de PCL
desde 68° até 140° (Araujo et al., 2008; Choong et al., 2011; Tiaw et al., 2005). Essa
grande variagdo pode ser justificada pelo fato de serem utilizadas diferentes formas de
realizar essa medida e também por variagdes em rugosidade, cristalinidade e massa
molar do polimero.

Seria esperada uma diminuigcdo do angulo de contato das membranas contendo
agentes de nucleacao, visto que superficies carregadas apresentam maior afinidade
com a agua e, portanto, maior molhabilidade. No entanto, isso ndo foi observado.
Possivelmente o método de spin coating, utilizado para preparar os filmes utilizados

para avaliar o angulo de contato, produziu filmes muito rugosos, ou a evaporacao
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rapida do solvente inibiu a migracdo das cabecas polares para a superficie. A Figura 25

apresenta as curvas de angulo de contato x tempo das membranas sem tratamento.
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Figura 25 - Variacao do angulo de contato em funcdo do tempo das membranas sem
tratamento.

E evidente que as regides lineares das curvas de PCL-E e PCL-M apresentam
maior inclinagdo que as curvas de PCL e PCL-A, o que sugere que a taxa de
espalhamento da gota de agua é maior ou, por outro lado, que a superficie € mais lisa
(Araujo et al., 2008). Finalmente, voltando a Tabela 6 pode-se observar que as
membranas tratadas com os ciclos de imers@o sequencial tém desvios padrdo maiores.
Isso sugere que essas membranas tém uma superficie mais heterogénea, ou rugosa, o
que pode ser uma evidéncia da deposi¢cao ndo uniforme de CaP.

Na Figura 26 estdo as curvas de DSC utilizadas para avaliar as propriedades
térmicas das membranas. Essas propriedades estdo diretamente relacionadas as
propriedades mecanicas e a cristalinidade dos materiais. Como € possivel observar,
ndo ha mudancas significativas entre as membranas, exceto por um discreto aumento
na cristalinidade de PCL-E e PCL-M, com e sem tratamento, comparada as demais

membranas.
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Figura 26 - Curvas de DSD dos materiais avaliados. a) resfriamento e b) segundo
aquecimento.

A Tabela 7 apresenta os valores absolutos obtidos na andlise de DSC. A auséncia
de mudangas significativas nos parametros térmicos das membranas indica que as
propriedades térmicas estdo sendo governadas pelo polimero, e que a concentracao de
agente de nucleagao é insuficiente para provocar mudangas na termodinamica ou na
cinética de nucleagéo e crescimento da fase cristalina do polimero.

Finalmente, para completar as caracterizagdes fisico-quimicas dessas membranas,
€ necessario ter uma avaliagdo do seu comportamento mecéanico. Para isso, foram
realizadas analises de DMA. Esta técnica correlaciona propriedades macroscoépicas do
material, como propriedades mecanicas, com relaxa¢des e rearranjos moleculares que

ocorrem nas cadeias poliméricas. A Figura 27 apresenta os resultados obtidos.

66



Laura C. E. Silva Caracterizagao

Tabela 7 - Propriedades térmicas das membranas avaliadas.

Tc (oc)* Tonset(oc)* Tg (°C)** T (°C)** X (%)**

PCL 20 29 -61 56 52
PCL-A 22 28 -61 57 53
PCL - A/t 21 30 -61 57 52
PCL-E 22 29 -61 57 57
PCL - E/t 21 29 -61 56 56
PCL-M 22 30 -61 58 56
PCL — M/t 21 30 -58 57 54

* Temperatura de cristalizagao e temperatura de inicio de cristalizagdo, respectivamente, obtidas no
resfriamento do DSC.
** Temperatura de transigao vitrea, temperatura de fuséo e grau de cristalinidade, respectivamente. Obtidos

no segundo aquecimento do DSC.
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Figura 27 - Modulo de armazenamento (esquerda) e médulo de perda (direita) obtidos no
DMA das membranas com e sem tratamento por ciclos de imersao sequencial.
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O perfil obtido para os médulos de armazenamento (a esquerda) e de perda (a
direita) sdo caracteristicos de materiais semicristalinos. Em temperaturas inferiores a
T4, 0 material apresenta elevado médulo eléstico, comportando-se como um material
vitreo. Acima da transicdo vitrea, a fase amorfa do polimero ganha mobilidade
apresentando uma queda pouco acentuada do médulo de armazenamento. Como esse
polimero é altamente cristalino, quando sua temperatura de fusédo é atingida, ha uma
queda brusca de médulo (Cassu & Felisberti, 2005).

O comportamento do moédulo de perda também € caracteristico de materiais
semicristalinos e apresenta apenas um pico, correspondente a T4 na faixa de -50°C. Na
regiao de -100°C alguns dos materiais apresentam também uma discreta queda de
maodulo, devido a presenca de uma relaxagao B relacionada a mobilidade adquirida
pelas metilas sequenciais localizadas entre dois grupos ésteres (Koleske & Lundberg,
1969). Os perfis das curvas obtidas para todos os materiais sdo muito semelhantes, o
que mostra que ndo ha mudancas nas propriedades termomecanicas, com a adicao
dos agentes de nucleacao, ou com os ciclos de imersdo sequencial. Este resultado é
uma evidéncia de que esses fatores nao deverao alterar as propriedades mecéanicas da
PCL. Em temperatura ambiente, 0 moédulo de armazenamento desses materiais é da
ordem de 150 MPa, e 0 médulo de perda da ordem de 10 MPa. Esses valores séo
muito superiores ao que geralmente é reportado na literatura para membranas de PCL,
reportado como sendo 5 MPa para o médulo de armazenamento (Salgado et al., 2012).
Vale observar que a maior porosidade de PCL-M e PCL-M/t é refletida nas propriedades
mecanicas, através da obtencao de valores discretamente inferiores aos das demais

membranas, em especial para o médulo de perda, antes da T.
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Capitulo 6 — Caracterizacdes Morfologicas

6.1. Morfologia das membranas

No capitulo 4 foram apresentadas todas as etapas da preparacdo das membranas
de PCL estudadas, e o capitulo anterior apresentou a caracterizacao fisico-quimica
desses materiais. Os resultados apresentados comprovaram que a presenca do agente
de nucleacao, bem como a realizacdo dos ciclos de imersdo sequencial ndo alteraram
significativamente os comportamentos termomecanicos da PCL. A Unica propriedade
que apresentou alteracdes significativas para o comportamento in vitro foi o grau de
cristalinidade, uma vez que este altera as taxas de biodegradagdo e as propriedades
mecanicas. Nesse caso, as variagdes observadas nao foram suficientes para impactar
nas propriedades mecénicas da membrana, mas podem vir a influenciar a taxa de
biodegradacdo do material. Essa propriedade sera avaliada no préximo capitulo, que
trata do comportamento in vitro.

Como ja comentado no capitulo 1, é necessario caracterizar a morfologia dessas
membranas, uma vez que as caracteristicas da superficie de um biomaterial controlam
sua integragdo com o tecido, enquanto que a porosidade € essencial para a penetracao
de fluidos corpéreos na regido lesionada. Assim, para caracterizar a morfologia dos
materiais obtidos, todos foram extensamente avaliados por SEM. A Figura 28 apresenta
de forma panoramica, em micrografias de baixa ampliacdo, a morfologia tipica das
membranas obtidas.

Figura 28 - Micrografias eletronicas de varredura apresentando visoes panoramicas tipicas
da superficie livre (a esquerda) e da superficie do substrato (a direita) das membranas preparadas
neste trabalho.
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A Figura 29 apresenta micrografias representativas das membranas PCL

(esquerda) e PCL/t (direita). A Figura 30 apresenta as micrografias das membranas
PCL-A (esquerda) e PCL-A/t (direita). A Figura 31 apresenta as micrografias das
membranas PCL-E (esquerda) e PCL-E/t (direita). Finalmente, a Figura 32 apresenta as
micrografias das membranas PCL-M (esquerda) e PCL-M/t (direita). Comparando essas
imagens, é possivel observar que a morfologia de todas as membranas € muito
semelhante, sendo as membranas PCL-M e PCL-M/t as mais porosas. A morfologia
dessas membranas € caracteristica de membranas assimétricas, pois possuem um
gradiente de porosidade.
Os poros esféricos e pouco conectados, observados na secao transversal (imagens
centrais), sdo um forte indicio de que a inversdo de fases desse sistema ocorre por
nucleacéo e crescimento da fase pobre em polimero, como é caracteristico da maioria
das membranas formadas por VIPS. A caracteristica mais interessante da morfologia
dessas membranas, na realidade, estd na presenca de cavidades na superficie livre
(imagens superiores). Essas cavidades tém diametros que variam desde algumas
dezenas de um, como as apresentadas nas imagens, até da ordem de alguns mm.

Como ja mencionado, o método utilizado para obter umidade controlada em 100%
produz uma atmosfera acima do ponto de orvalho, portanto contendo goticulas de agua
dispersas que condensam na superficie da solugdo polimérica (que dara origem a
membrana). As goticulas de agua condensadas sobre essa solu¢ao podem coalescer,
resultando na formacdo das cavidades observadas. O fato dessas goticulas
condensarem rapidamente sobre a superficie do filme, antes da solugdo passar pela
transicdo L-S, € o que da origem a essa morfologia superficial.

Enquanto que a face livre dessas membranas tem uma morfologia particular, a face
em contato com o vidro, ou substrato, (imagens inferiores) € bastante comum. A
superficie é plana e porosa, com poros de dimensdes médias menores e fronteiras
irregulares. O fato das duas faces da membrana possuirem morfologias tao distintas &
interessante, pois pode ocorrer em uma delas adesdo celular preferencial, como
reportado no trabalho de Mangindaan e colaboradores (2012). Espera-se que a adesao
celular seja mais acentuada na face livre, devido a elevada rugosidade.
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Figura 29 - Micrografias eletronicas de varredura das membranas de PCL pura, com (direita)
e sem (esquerda) tratamento por ciclos de imersao sequencial. Acima estdo apresentadas as
superficies livres, ao centro a secao transversal e abaixo as superficies do substrato.
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Figura 30 - Micrografias eletrénicas de varredura das membranas de PCL contendo acido
estearico, com (direita) e sem (esquerda) tratamento por ciclos de imersao sequencial. Acima estao
apresentadas as superficies livres, ao centro a se¢do transversal e abaixo as superficies do
substrato.
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PCL - EA

Figura 31 - Micrografias eletronicas de varredura das membranas de PCL contendo
hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila), com (direita) e sem (esquerda) tratamento por ciclos de
imersao sequencial. Acima estao apresentadas as superficies livres, ao centro a secao transversal
e abaixo as superficies do substrato.
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PCL — M/t

Figura 32 - Micrografias eletronicas de varredura das membranas de PCL com
hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila), com (direita) e sem (esquerda) tratamento por ciclos de
imersao sequencial. Acima estao apresentadas as superficies livres, ao centro a secao transversal
e abaixo as superficies do substrato.
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Para avaliar a deposicdo do CaP na superficie dessas membranas e também a
influéncia do agente de nucleacdo nesse procedimento, € conveniente avaliar
detalhadamente a membrana otimizada (PCL-A/t) e compara-la com a PCL/t. Espera-se
que PCL/t nao apresente nucleos ou cristais de CaP, pois ndo contém nenhum pré-
tratamento, ou agente de nucleacdo. Essa auséncia de CaP de fato é confirmada nas
imagens panoramicas (Figura 29, imagem superior a direita) mas, ao observarmos a
Figura 33A, que é uma imagem ampliada dessa face, € possivel verificar a presenca de
nanoparticulas de CaP. A pequena nucleacdo observada em PCL/t pode ser causada
pela hidrélise superficial do polimero. Choong e colaboradores (2011) obtiveram as

mesmas evidéncias no seu estudo, como apresentado anteriormente.

Figura 33- Micrografias ampliadas da face livre das membranas apds tratamento superficial
por ciclos de imersao sequencial. (A) PCL/t; (B) PCL - A/t; (C) PCL - E/t e (D) PCL - M.
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Acredita-se que em ambientes biol6gicos o fosfato de dicélcio dihidratado (DCPD)
seja responsavel pela formacao dos nucleos, prévios a mineralizagao (Yang et al.,
2008). A partir dos nucleos pré-existentes, a calcificacao do tecido (ou implante) in vivo
€ dada pela formacao de fosfato de tricalcio (TCP) e/ou fosfato de calcio amorfo (ACP).
Esses nucleos sao entdo gradualmente dissolvidos e rearranjados resultando em CHA,
que é o fosfato de calcio principal dos tecidos 6sseos consolidados. (Madurantakam et
al., 2009).

In vitro, a calcificacdo, ou mineralizacdo é dada pela nucleacao de ACP que se
modifica a fosfato de octacalcio (OCP), seguida da transicao de OCP para carbonato de
hidroxiapatita (CHA) ou HA, dependendo do ambiente quimico. Quando a mineralizacao
ocorre em pH acido, em geral a fase intermediaria € de DCPD (Vallet-Regi & Gonzalez-
Calbet, 2004). J& na mineralizagdo in vitro, a formagdo dos ndcleos que permitem a
deposicao da camada inicial de ACP é promovida pelas cargas negativas da superficie,
ou por ciclos de imersao sequencial, conforme ja mencionado. A formacao de nuicleos é
governada, principalmente, por dois fatores: a disponibilidade de sitios de nucleacéo,
como os carboxilatos e as hidroxilas; e a concentracéo local de fons Ca*?, a qual deve
ser suficiente para vencer a elevada barreira energética para a formacao de nucleos
estaveis (Madurantakam et al., 2009).

Lebourg e colaboradores (2010) realizaram trabalho similar ao de Choong e
colaboradores (2011), mas ao invés de promover a criagdo de grupos aniénicos na
superficie optaram por criar cargas negativas, que sao menos estaveis, utilizando um
tratamento de plasma de oxigénio. No entanto, o0 mais interessante desse trabalho foi a
comprovagdo do mecanismo de mineralizagdo in vitro de superficies poliméricas com
cargas negativas. In vitro, a fase OCP é a que nucleia e cresce, no entanto, conforme o
tempo de mineralizagdo aumenta, ha a desidratacdo dessa fase de CaP, que se
transforma em HA.

Ao compararmos as micrografias de PCL/t e PCL-A/t fica evidente que o &cido
estearico esta atuando na nucleagéo e crescimento das particulas de fosfato de calcio,
pois o recobrimento superficial na membrana PCL-A/t é abundante e facilmente
observavel, mesmo nas imagens com baixa ampliacdo. Nao ha evidéncias de que o

crescimento dessas particulas seja preferencial em alguma das faces, mas observa-se,
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pela andlise da secéo transversal, que ndo ha crescimento de particulas no interior dos
poros da secao transversal. Mesmo que haja &cido estearico na superficie dos poros e
que haja conectividade entre eles, o tempo de exposicdo da membrana as solucdes
ibnicas nao foi suficiente para que estas penetrassem e atingissem uma concentracao
ibnica local adequada a nucleacao de CaP.

A presenca de CaP também na superficie dos poros poderia ser interessante para
aumentar ndo s6 a molhabilidade do polimero, mas também a osteiontegracdo. Em
geral, membranas hidrofébicas aplicadas comercialmente em microfiltracdo de solugdes
aqguosas passam por um processo de pré-molhagem, onde sdo imersas em agua por
um periodo pré-determinado para que esta penetre nos poros (Mulder, 1996). Do
mesmo modo, seria possivel obter o recobrimento dos poros imergindo a membrana em
agua deionizada por um tempo pré-definido, antes dos ciclos de imersao sequencial.

Comparando as imagens da PCL-E/t e PCL-M/t com a PCL-A/t, é possivel perceber
uma redugao significativa na porcentagem da area superficial que foi recoberta por CaP
e, apesar de nao ser possivel verificar visualmente se a porcentagem de recobrimento
dessas membranas (PCL-E/t e PCL-M/t) é equivalente, observa-se que a morfologia
das particulas depositadas é bastante diferente (Figura 33). Este resultado confirma
claramente que a fase de CaP que nucleia sobre a superficie da membrana realmente
depende do agente de nucleacao, ou seja, do anion disponivel na superficie, bem como
da interagédo do agente de nucleagdo com o polimero.

A adicdo de hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) (membrana PCL-E/t) favorece o
crescimento de particulas maiores de CaP, em geral na forma de placas, mas resulta
em um recobrimento da superficie do polimero menos uniforme, na forma de ilhas ou
aglomerados de CaP que deixam uma boa porcentagem da superficie do polimero
exposta. Por outro lado, a adicdo de hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila)
(membrana PCL-M/t) produz um recobrimento mais uniforme, composto
majoritariamente de nanoparticulas, similares as encontradas na PCL/t.

A analise do recobrimento de CaP por XRD (ndo apresentado) e SEM néo foi
suficiente para determinar com precisdo a fase de CaP depositada na superficie das
membranas, mas baseado nas informacdes disponiveis na literatura é possivel supor

que o CaP formado na PCL-A/t € majoritariamente do tipo amorfo (ACP), visto que néo
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tem morfologia definida nem mostra picos de difracdo em XRD, mesmo presente em
abundancia (aproximadamente 3% em massa, Tabela 4). Ja no caso de PCL-EA,
possivelmente foi formado o fosfato de octacalcio (OCP), uma vez que a morfologia de
placas s6 é observada nas formas mais instaveis e menos solluveis de fosfatos de
calcio. Finalmente, na membrana PCL-M/t, supbe-se que a forma majoritaria seja o
fosfato de dicalcio dihidratado (DCPD), que é a composicdo de nucleos estaveis
precursores da mineralizacdo biomimética (Surmenev et al.,, 2014). A obtencao de
morfologias tao distintas motivou a tentativa de caracterizacdo dessas particulas por
TEM. Esses resultados estdo apresentados no préximo subcapitulo.

Em resumo pode-se afirmar, baseado nas observacbes e comparagdes das
morfologias das particulas formadas com os diferentes agentes de nucleagéo, que
hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) e hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila)
migram para a superficie numa taxa inferior ao acido esteéarico e que o mecanismo de
nucleacdo e crescimento de CaP na superficie é dependente do agente de nucleagéo.

6.2. Morfologia do fosfato de calcio

A microscopia eletrbnica de transmissdao (TEM) é hoje a principal técnica de
caracterizacdao de nanoparticulas, pois permite realizar ndo s6 imagens, mas também
andlises quimicas e cristalograficas das amostras, bem como uma combinagéo dessas
técnicas. A caracterizagdo por TEM de fosfatos de calcio tem sido amplamente
explorada desde a década de 60, com o inicio da ciéncia dos biomateriais. Entretanto, o
preparo de amostras ainda € fator limitante para que seja possivel obter informagdes
adequadas e confidveis. Os CaP, em especial os amorfos ou soluveis, sdo muito
sensiveis ao feixe de elétrons e se desintegram, ou reorganizam, mudando sua
estrutura cristalina quando expostos ao feixe por periodos prolongados. Além disso,
neste trabalho, deseja-se obter informagdes sobre a morfologia de particulas aderidas a
superficie de um polimero, 0 que acrescenta um novo desafio ao preparo de amostras,
que € produzir um filme polimérico suficientemente fino.

As Figuras 34, 35, 36 e 37 apresentam micrografias obtidas por TEM da
morfologia tipica de particulas aderidas a um filme fino de PCL-A (produzido por spin

coating). De uma forma geral é possivel observar que existem trés populacdes distintas
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de particulas com diferentes formatos: bastées (Figura 34), placas (Figura 35) e

irregulares (Figura 36 e Figura 37).

Figura 34 - Micrografia eletronica de transmissao de campo claro de uma particula amorfa
de fosfato de calcio desprendida da superficie de PCL-A/t e o respectivo mapa de calcio (direita).

As particulas apresentadas nas Figuras 34 e 35 foram obtidas por remocéao
mecanica de particulas, a partir da superficie livre da membrana PCL-A/t. A literatura
reporta que quando a fase ACP de CaP é formada por auto organizacao e nucleacao
espontanea, em geral sua morfologia é de bastao, como a apresentada na Figura 34 a
esquerda (Zhang et al., 2009).

A Figura 35 apresenta a imagem de campo claro, 0 mapa elementar de calcio e o
respectivo padréo de difracdo de uma placa retirada mecanicamente da membrana
PCL-A/t. A comprovagdo da cristalinidade dessa particula confirma o que ja é
amplamente discutido na literatura: CaP na forma de placas possui elevada
organizagao cristalina, enquanto que na forma de bastées é amorfo (Wei et al., 2005;
Zhang et al., 2009; Jiang et al., 2011) . Possivelmente, a formacao dessas particulas
grandes, adsorvidas & matriz, é devido a supersaturagdo de fons Ca*® e PO4* nas
cavidades da face livre.

Enquanto que na Figura 34 e na Figura 35 as particulas observadas foram
removidas mecanicamente da superficie livre da membrana, a particula apresentada na
Figura 36 estd aderida a um filme fino de PCL-A produzido por spin coating. Nessa
micrografia, bem como na micrografia apresentada na Figura 37, € possivel perceber
que as particulas bem aderidas a matriz polimérica nao tém morfologia definida. Além
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disso, na Figura 36 ha indicios da degradacao da particula pelo feixe de elétrons, uma
vez que é possivel observar a formagdo de cavidades claras e esféricas na regidao

menos espessa da particula.
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Figura 35 - Micrografia eletronica de transmissdao de campo claro de uma particula semi-
cristalina de fosfato de calcio desprendida da superficie de PCL-A/t, seu mapa de calcio (centro) e
seu padrao de difracao (direita).

A Figura 36 apresenta também os espectros EELS obtidos dessa particula, que
identificam célcio (direita) e oxigénio (esquerda), comprovando a existéncia destes ions
nessa regiao. Nesse tipo de andlise, célcio tipicamente apresenta um pico duplo e
oxigénio um pico simples. A existéncia de um pequeno pico extra no espectro de
oxigénio indica que este elemento estd distribuido em dois ambientes quimicos
diferentes. Possivelmente os dois ambientes quimicos diferentes sdo o ion PO4* da
particula irregular de CaP (pico de menor intensidade, em 530 eV) e o da ligacao éster
da PCL da matriz polimérica onde a particula esta aderida (pico mais intenso, em 535
evV).

Finalmente, a Figura 37 apresenta as imagens de campo claro e campo escuro,
bem como o padrédo de difracdo de um particula de CaP aderida a PCL. Essa
sequencia de imagens, em especial o halo amorfo do padréo de difragdo, mostra que
de fato o CaP obtido em PCL-A/t é majoritariamente amorfo, mas possui uma fracdo
cristalina (Vallet-Regi & Gonzalez-Calbet, 2004).
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Figura 36 - Micrografia eletrénica de transmissao (acima) de uma particula de fosfato de
calcio aderida a um filme fino de PCL. Abaixo os espectros de perda de energia que caracterizam
a presenca de oxigénio (esquerda) e calcio (direita).

Figura 37 — Micrografias eletronicas de transmissao de campo claro (esquerda) e campo
escuro (direita) de uma particula semicristalina de fosfato de calcio aderida a matriz de PCL-A/t e
seu respectivo padrao de difracao (direita).
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Capitulo 7 — Avaliacao da biocompatibilidade

Os resultados obtidos até este ponto indicam que todos os materiais preparados
apresentaram caracteristicas bastante semelhantes. Em termos das propriedades
fisico-quimicas, ha indicios de que as membranas PCL-E, PCL-E/t, PCL-M e PCL-M/t
sejam menos hidrofébicas e também mais cristalinas que as demais. Em relacéo a
morfologia, foi observado que as membranas apresentam morfologias similares,
independentemente do agente de nucleacdo utilizado. Entretanto, o tipo de CaP
formado, bem como a taxa de nucleacao e crescimento dessas particulas, é fortemente
dependente do tipo de agente de nucleacéo utilizado.

A morfologia, a composicao e as propriedades fisico-quimicas de dispositivos
implantaveis precisam ser cuidadosamente controladas, uma vez que sua integragao
com o tecido em que sera implantado é bastante afetada pelas mais discretas variacoes
nessas propriedades (Roach et al., 2007). A principal dificuldade em se produzir um
dispositivo bioreabsorvivel de PCL é ajustar a taxa de degradacao do polimero a taxa
de regeneracgao do tecido implantado (Barbanti et al., 2005). A literatura reporta que, em
geral, dispositivos de PCL sdo completamente absorvidos em aproximadamente 48
meses (Coombes et al., 2004), enquanto que é esperado que uma membrana GBR seja
completamente absorvida em apenas 24 meses (Kikuchi et al., 2002).

Para avaliar o efeito da presenga do agente de nucleagéo e/ou do CaP na taxa de
degradacao das membranas, foi realizado um ensaio de degradacao hidrolitica em 30
dias. A norma ASTM F1635-11 para ensaios de degradacao hidrolitica de dispositivos
implantaveis bioreabsorviveis determina que se utilize o tampédo PBS para avaliar a
degradacdo in vitro. No entanto, esse tamp&o também é responsavel pela
mineralizacdo do dispositivo. Dessa forma, para avaliar a mineralizacdo e a
biodegradacdo separadamente optou-se substituir o tampéo PBS por dgua deionizada
neste ensaio. A Figura 38 mostra a perda de massa e variagdo de massa molar média
ponderal (M,) das membranas ap6s 30 dias de ensaio, com relagdo as caracteristicas
iniciais do material. A analise da morfologia das membranas foi realizada apds 1 e 30
dias de degradacao. Na Figura 39 sdo apresentadas as micrografias das membranas
sem tratamento que foram degradadas, e na Figura 40 as micrografias das membranas

com tratamento por imersao sequencial que também foram degradadas.
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Figura 38 - Perda de massa e variagcdao de massa molar média ponderal durante o ensaio de
degradacao hidrolitica. As barras verdes referem-se a M,, antes da imersao das membranas em
PBS, enquanto que as barras vermelhas referem-se a M,, apos 30 dias de imersao em PBS.

Apo6s 1 dia de degradacdo nao é possivel verificar variagbes significativas na
massa das membranas nem no pH do meio de degradacdo (ApH = - 0,5), mas as
micrografias j& apresentam evidéncias de degradacdo na superficie desses
dispositivos. As membranas PCL, PCL-A, PCL-M, PCL/t e PCL-A/t mostram fissuras e
regides escuras. Essas regides escuras ocorrem devido a hidrélise superficial e local do
polimero. Na analise de SEM estas regides formam uma concentracao local de cargas
negativas que repelem o feixe de elétrons e se destacam como regides mais escuras
(Reimer, 1998). A membrana PCL-E, ndo apresentou evidéncias de degradagao apos 1
dia de ensaio. Na Figura 40 é possivel verificar também que o CaP depositado nas
membranas PCL-A/t, PCL-E/t e PCL-M/t foi parcialmente dissolvido, uma vez que a
dispersao de particulas de CaP na superficie dessas membranas € menor em relagéo
as membranas originais (Figura 30,Figura 31 e Figura 32).

Com 30 dias de degradacao, observa-se um valor médio de perda de massa de
aproximadamente 2% para todas as membranas. No entanto, aquelas que passaram
pelos ciclos de imersdo sequencial, apresentam uma perda de massa maior,
provavelmente devido a dissolucao parcial do CaP. As membranas PCL-M e PCL-M/
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Figura 39 - Micrografias eletronicas de varredura das membranas sem tratamento por ciclos
de imersao sequencial apos 24 horas (esquerda) e 30 dias (direita) de degradacao hidrolitica.
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PCL — A/t

PCL — E/t

Figura 40 — Micrografias eletronicas de varredura das membranas tratadas com os ciclos de
imersao sequencial apds 24 horas (esquerda) e 30 dias (direita) de degradacao hidrolitica.
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apresentaram os maiores valores de perda de massa. Além disso, foi verificado que o
meio de degradagcdao apresentou uma pequena diminuicdo do pH (ApH = -1,5),
caracteristica da hidrélise de poli(a-hidroxiacidos). Essa acidificacdo do meio de
degradacao é devido a liberacdo de oligbmeros acidos durante a hidrélise (Figura 5)
(Castilla-Cortazar et al., 2012).

A reducao de massa molar durante a preparacao das membranas é observada
para todas as membranas que contém agente de nucleacdo, mas nas membranas
contendo  hidrogenofosfato  de  bis(2-etilhexila) ou  hidrogenofosfato  de
bis(metacriloiloxietila) esta redugdo massa molar é mais acentuada (de 182 kg mol™
para 77,8 kg mol™ e 60,7 kg mol™ respectivamente). Os resultados obtidos indicam que,
possivelmente, a presencga de hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila), ou hidrogenofosfato
de bis(metacriloiloxietila) na solucao precursora acelera a biodegradacédo do polimero.
Outros autores também reportaram mudancas nos mecanismos e taxas de
biodegradacao devido a mudangas na composi¢cao do meio de biodegradacao (Barbanti
et al., 2005; Castilla-Cortazar et al., 2012).

No caso das membranas contendo hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila), ou
hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila), que passaram pelo tratamento superficial
por ciclos de imersdo sequencial, pode ser observada uma menor redu¢cdo de massa
molar (de 174,4 kg mol' para 102,8 kg mol' e 94,4 kg mol” respectivamente).
Possivelmente, esse resultado indica que a presenca de CaP, combinado com o agente
de nucleagéo, altera o mecanismo de degradacéo do polimero, possivelmente devido a
uma associacao dos grupos idnicos terminais resultantes da degradagao hidrolitica da
PCL, formando complexos com o fon Ca*? (Figura 41).

Além disso, a redugcédo da massa molar média do polimero, em todos os casos, foi
acompanhada pelo aumento de polidispersidade, como seria esperado. Vale destacar
que a reducao observada na massa molar da PCL nas membranas PCL-E, PCL-E/,
PCL-M e PCL-M/t ndo alterou significativamente as propriedades dinamico-mecénicas
da membrana. Por outro lado, justifica o aumento da cristalinidade desses materiais,
como observado nos resultados de DSC (Tabela 7), e o aumento da molhabilidade,
como observado nas medidas de angulo de contato (Figura 25).
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Figura 41 - Mecanismo proposto para a recombinacao de oligdmeros de poli(e-caprolactona)
durante solubilizacao em THF apoés 30 dias de degradacao hidrolitica.

A Figura 42 (a esquerda) mostra uma micrografia de baixa ampliacao da superficie
livie da PCL-A/t. E possivel verificar que praticamente todo o CaP foi solubilizado
durante o ensaio de degradacdo hidrolitica, restando apenas algumas cavidades
contendo particulas depositadas apés 30 dias de ensaio. No entanto, nas cavidades
que de fato contém CaP depositado, o volume e a densidade de particulas € maior do
que na membrana antes da degradacao (Figura 30).

Figura 42 — Micrografias eletronicas de varredura das superficies livres de PCL-A/t
(esquerda) e PCL-M/t (direita) apds 30 dias de degradacao hidrolitica.

Nas micrografias da Figura 39 também pode-se notar que todas as membranas
sem tratamento apresentam um aumento da rugosidade superficial em 30 dias de
degradacao. A literatura reporta que essa mudanca de rugosidade pode ser atribuida a
mudanga na cristalinidade superficial do polimero ou a absorcdo de agua pelo

dispositivo (Castilla-Cortazar et al., 2012). O mesmo néo foi observado nas micrografias
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da Figura 40, o que é mais um indicio de que o CaP dificulta o acesso de agua ao
interior do dispositivo. No entanto, verifica-se também que todas as membranas que
passaram pelos ciclos de imersdao sequencial apresentaram redeposi¢cao de CaP, mas
esse novo CaP tem morfologia e area de recobrimento distintas do CaP inicial.

Finalmente, os resultados obtidos na avaliacdo da biodegradacdo desses
materiais mostram que a Unica membrana que apresentou perda de massa mais
significativa e também extensa degradacao da superficie livre foi a PCL-M/t (Figura 42,
a direita). Logo esta seria a mais indicada para um implante de rapida degradacao. No
entanto, ha a necessidade de se confirmar esses resultados em ensaios in vitro, uma
vez que a literatura reporta que os mecanismos de degradagcdo de um poli(a-
hidroxiacido) podem ser muito diferentes in vitro e in vivo (Castilla-Cortazar et al., 2012;
Eldsater et al., 2000; Barbanti et al., 2005).

7.2. Mineralizacao

O processo de mineralizacdo in vitro de biomateriais, para avaliar sua
biocompatibilidade, foi desenvolvido por Kokubo e colaboradores (1990). Neste
trabalho, os autores desenvolveram solu¢cdes tampdo que simulavam o plasma
sanguineo. Estas sdo comumente chamadas de simulated body fluid (SBF). A
metodologia desenvolvida utilizando SBF promoveu um crescimento expressivo da
pesquisa de dispositivos para implante dsseo, uma vez que esta permite simular e
acompanhar in vitro o desenvolvimento da matriz extracelular de tecidos duros.

Surmenev e colaboradores (2014) fizeram uma revisao da literatura apresentando o
que ja € conhecido até o momento sobre 0 mecanismo osteoindugdo de implantes
recobertos com CaP, representado esquematicamente na Figura 43.

Com o advento da engenharia tecidual, a mineralizagdo em SBF deixou de ser
apenas um método de avaliagdo da viabilidade de um dispositivo e passou a ser
também um método de tratamento superficial, visando aumentar a biocompatibilidade
de determinados dispositivos. O préprio Kokubo (2005) fez uma revisao da literatura na
qual resumiu os principais métodos de recobrimento de superficies com CaP, que
surgiram apds a descoberta do SBF. Nesse artigo, séo discutidos os pré-requisitos para
a formacdo do CaP em superficies, bem como o0s pré-requisitos para a boa
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osteointegracao dos dispositivos recobertos. Além disso, o trabalho aborda hipbteses
interessantes que elucidam o mecanismo de formagao desse recobrimento em metais,

ceramicas e polimeros.
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Figura 43 - Representacdo esquematica do mecanismo de osteoinducdo de implantes
recobertos com fosfato de calcio (Surmenev et al., 2014).

Apesar da mineralizagao biomimética hoje em dia ser uma forma muito comum de
adequar superficies de implantes ao meio corpoéreo, o ensaio de mineralizagao in vitro
nunca deixou de ser essencial para a avaliagdo da biocompatibilidade de dispositivos
implantaveis, em especial, para aqueles direcionados a regeneracéo 6ssea. A principal
questdo que deve ser considerada na realizacdo desses ensaios é o tempo requerido
para formagdo de nucleos estaveis de CaP, uma vez que estes sdo precursores da
mineralizacao total do dispositivo. Tipicamente, a literatura reporta tempos entre dois e
sete dias para que isso ocorra, mas todos os trabalhos visam reduzir esse tempo, uma
vez que quando o dispositivo é implantado, a mineralizagdo concorre com a formagéo
do tecido fibroso, que é bastante rapida. Se o tempo necessario para a formagdo dos
nucleos de CaP e sua consequente mineralizacdo e adesdo de osteoblastos for
superior ao tempo necessario para a formacao da capsula fibrosa pelo tecido conectivo
fibroso, o dispositivo perdera suas funcoes.
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Baseado nas evidéncias experimentais da existéncia de anions na superficie das
membranas produzidas neste trabalho, provenientes dos agentes de nucleagao, bem
como nas evidéncias da presenca de nucleos estaveis de CaP formados previamente
ao ensaio de mineralizacao em SBF, optou-se por realizar o ensaio em um periodo de 1
hora, para verificar se os ciclos de imersao sequencial sdo eficientes para acelerar a
mineralizacdo. As micrografias dos materiais, apds o ensaio, estdo apresentadas na
Figura 44.

E possivel observar que, exceto PCL-M, todas as membranas apresentam nucleos
de CaP, o que comprova que a criacdo de cargas negativas, neste caso devido a
presenga de grupos ionizaveis provenientes dos agentes de nucleagado, € essencial
para a mineralizagdo. A auséncia de nucleos de CaP na PCL-M é mais uma
comprovagdo de que o hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila) estd menos
disponivel superficialmente que os outros agente de nucleagdo para agir na formagao
de nucleos estaveis de CaP. Ja na PCL-M/t ha mineralizagdo extensa, possivelmente
devido a excelente dispersao e estabilidade dos nucleos de CaP formados durante o
tratamento superficial por ciclos de imersédo sequencial (Figura 32).

A PCL pura apresenta também nucleos de CaP, devido a hidrélise superficial do
polimero em contato com meio aquoso, que gera oligbmeros anibnicos na superficie.
Na PCL/t a extensa mineralizagdo observada possivelmente é devido a existéncia de
nucleos estaveis formados durante os ciclos de imersdo sequencial, e também a
presenca de grupos carboxilicos formado na hidrdlise da PCL. A literatura atribui a
dispositivos espessos de poli(a-hidroxiacidos) como a PCL um mecanismo
autocatalitico de degradacao hidrolitica que acelera a taxa de biodegradacao desses
materiais (Barbanti et al., 2005).

A membrana PCL-E apresenta poucos nucleos dispersos de mineralizagdo, semelhante
ao observado na Figura 31, o que comprova a pequena disponibilidade de cargas
negativas nessa superficie. O hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) € mais apolar que o
acido estedrico, apresentando menos afinidade com a agua e, portanto, menor
tendéncia de migracao para a superficie da membrana. Além disso, é possivel notar
que membrana de PCL-E/t apresenta mudanga da morfologia das particulas de CaP

depositadas, que deixam de ser na forma de placas e passam a ser na forma de um
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PCL PCL/t

PCL-E PCL - E/t

PCL - M/t

Figura 44 - Micrografias eletronicas de varredura das membranas, com e sem o tratamento
por ciclos de imersao sequencial, apds 1 hora de mineralizacao em tampao PBS a 37°C.
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filme fino continuo. A morfologia das particulas de CaP desta membrana é muito similar
a observada por Kim, Kim e colaboradores (2000).

A Figura 45 apresenta micrografias de baixa ampliacao das superficies livre e do
substrato da PCL-A/t apds a mineralizacao. Observa-se que a rugosidade da superficie
€ bastante diminuida pela mineralizacdo, o que aponta para a formagdo de um filme
mais coeso de CaP. Na superficie livre (a esquerda) nota-se também a formacao de
placas de CaP pouco aderidas a superficie do polimero (indicadas por flechas
amarelas). Na superficie do substrato (a direita) observa-se a formacédo de fissuras
(indicadas por flechas amarelas) em diversas regides, possivelmente originadas pela
contracao desta camada de particulas.

Figura 45 - Micrografias eletronicas de varredura da superficie livre (esquerda) e do
substrato (direita) da membrana PCL - A/t, apés 1 hora mineralizac3o.

Finalmente, a membrana PCL-A também apresenta poucos nucleos de CaP,
provavelmente devido a acidez local provocada pela presenca do acido estearico que
reduz a taxa de deposigédo. Ja a membrana PCL-A/, ao contrario do que foi observado
na biodegradacao, ndo apresentou evidéncias de dissolucdo do CaP previamente
depositado.

Todas essas observagdes sugerem que PCL/t e PCL-M/t sdo as membranas mais
eficientes em induzir a mineralizacdo, pois apresentam extensa deposicdo de CaP em
apenas uma hora de imerséo. Isto, aliado ao fato de PCL-M/t ter apresentado também o
melhor desempenho na biodegradacéo, sugere que este material seja mais Gtil em
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termos de adesao celular. No entanto, vale ressaltar que tao importante quanto a
adeséo celular é a diferenciagao celular, que permite que fibroblastos e osteoblastos se
diferenciem a osteoclastos, consolidando o tecido ésseo. No ensaio de biodegradacao
comprovou-se que o CaP formado em PCL-A/t é bastante soluvel. Isto sugere que esta
membrana seja capaz de produzir elevadas concentracdes locais de Ca*? e PO, o
que é favoravel a diferenciacao celular (Figura 43). Assim, este também é um material
bastante promissor.

7.3. Viabilidade celular MTT

O fenbmeno da adesao celular é uma etapa fundamental no processo de interacao
biomaterial-célula, sendo usualmente associado a capacidade das células em
reconhecer, se ligar e interagir com um substrato, ou seja, a afinidade celular. Somente
depois de aderidas € que as células iniciam 0s processos de espraiamento,
proliferacdo, producdo de matriz extracelular e manutencdo do fendtipo celular
necessarios para a formagao de um novo tecido (Jian, 2002).

Sabe-se que a morfologia e composicao quimica da superficie do dispositivo sdo
fundamentais para que uma série de reacoes, a nivel molecular e celular, ocorram na
interface dos biomateriais com tecidos receptores (Jiao & Cui, 2007).

Roach e colaboradores (2007) descrevem, em detalhes, o processo de adesao
celular. A primeira etapa envolve a adsorcdo de agua na superficie do dispositivo
quando o mesmo € implantado, o que ocorre em questdo de alguns minutos. Essa
adsorcdo ocorre preferencialmente em superficies contendo cargas negativas. A
formacgao desse filme fino de agua permite que proteinas sinalizadoras se aproximem e
também sejam aderidas a superficie do dispositivo. Como as proteinas sdo moléculas
frequentemente carregadas positivamente, a presenca de cargas negativas, em geral,
favorece esse processo. A qualidade da adsor¢ao dessas proteinas é dada, ndo so pela
uniformidade dessa adsor¢cdo ao longo de toda a area superficial do dispositivo, mas
também pela conformacao estrutural da proteina.

Para que a célula reconheca a proteina e ligue-se a ela é necesséario que sitios
especificos sejam preservados. A preservacao, ou nao, desses sitios € dada pela
interacdo da proteina com o dispositivo. Esse processo pode levar algumas horas.
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Finalmente, apds formada a camada de proteinas aderidas a superficie do polimero, as
células sdo capazes de aproximar-se da superficie dos dispositivos e ligar-se as
proteinas nela adsorvidas. Na pratica, a adesao celular é feita por uma ligagdo quimica
entre a parede celular e as proteinas sinalizadoras adsorvidas na superficie do
implante. Esse processo pode levar desde minutos até dias para se completar,
dependendo do tecido em que o dispositivo foi implantado (Roach et al., 2007).
Portanto, a biocompatibilidade é muito dependente de fatores como o tipo de
tecido implantado, tamanho e geometria do dispositivo bem como das caracteristicas da
superficie. Logo, mesmo materiais muito similares, como o0s apresentados neste
trabalho, podem ter performances in vitro e in vivo muito diferentes. A Figura 46
apresenta os resultados do ensaio de viabilidade celular até 12 dias, realizado pelo

método metabdlico do MTT.
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Figura 46 - Viabilidade celular pelo método do ensaio metabdlico do MTT das membranas
estudadas em 1, 5 e 12 dias de cultivo celular.

O teste de viabilidade celular do tipo MTT é amplamente utilizado em estudos que
visam avaliar a citocompatibilidade de biomateriais, além de sua capacidade de
sustentar o crescimento celular. Este método baseia-se na redugcdo do [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil] brometo de tetrazélio (MTT) a formazan, conforme a Figura
47.
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Esse processo ocorre somente nas mitocéndrias de células metabolicamente
ativas. Assim, a habilidade celular de reduzir o MTT indica integridade e viabilidade
mitocondrial e, portanto, viabilidade celular. Neste ensaio, a quantificacdo da viabilidade
celular é dada pela determinacdo colorimétrica do formazan por espectrofotometria
(Mossmann, 1983).

I
e N NH
L4 N=N N > N
2T ‘ NO_N
Br S N b
S
MTT Formazan

Figura 47 - Reducéao quimica do MTT a formazan.

A partir da analise estatistica dos dados apresentados, observa-se que apo6s 1 dia
de cultivo, todas as amostras apresentam adesao celular significativa e comparavel
entre si e o controle. Nao hé diferenga estatistica entre as membranas.

Apoés 5 dias de cultivo todas as membranas foram capazes de sustentar a adeséo
celular iniciada na etapa anterior e promover a proliferacédo celular, uma vez que todas
apresentaram crescimento celular estatisticamente significativo (de 1 a 5 dias) e
comparavel ao controle. No entanto, a comparacdo estatistica entre as membranas
mostra que, com 95% de confianga, PCL-A/t e PCL-E/t apresentaram menor
crescimento celular que as demais. No caso da PCL-A/t possivelmente isso ocorre
devido a dissolugao do CaP superficial, que pode causar uma mudanca do ambiente
quimico local, desfavoravel a proliferacéo celular. Ja no caso de PCL-E/A, a proliferacéo
celular reduzida pode ser atribuida a grande heterogeneidade da superficie,
evidenciada pela pronunciada barra de erro. Possivelmente, a heterogeneidade de
superficie é devido a presencga de ilhas de CaP na superficie dessa membrana.

Finalmente, em 12 dias de cultivo todas as amostras se mostraram igualmente
viaveis em termos de citocompatibilidade, com comportamento similar ao controle. No

entanto, apenas PCL-A/t, PCL-E/t e PCL-M apresentaram crescimento significativo
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entre 5 e 12 dias. Provavelmente, o crescimento na PCL-A/ foi significativo em 12 dias
de cultivo, devido a trocas frequentes de meio de cultura que permitiram eliminar
possiveis perturbagdes no ambiente quimico da regido de crescimento celular devido a
dissolucdo de CaP. No caso da PCL-E/t, pode-se propor que o crescimento nao
significativo apés 5 dias deve-se a um retardamento de crescimento, devido a nao
uniformidade da superficie. Assim, € natural que em tempos mais longos o crescimento
volte a ser significativo, como de fato ocorreu.

Surmenev e colaboradores (2014) reportam que altas concentracbes locais,
préximas a superficie do implante, de ions Ca*? e PO4® promovem a diferenciagdo de
fibroblastos a osteblastos e destes a osteoclastos. A diferenciacdo celular € um
processo independente da proliferacdo e ambos ndo podem ocorrer simultaneamente,
devido ao alto gasto energético de cada processo celular. O CaP que recobre PCL-A/t é
altamente sollvel, como comprovado nos ensaios de biodegradacdo e mineralizacao,
portanto existe a hipétese que em 5 dias de cultivo este material estivesse passando
por um processo de diferenciacdo celular, e por isso ndo apresentou crescimento
significativo em 5 dias, mas voltou a apresentar crescimento significativo em 12 dias de
ensaio. No entanto, essa hipétese s6 pode ser confirmada com a realizacado de testes
especificos para a diferenciagao celular, como o da fosfatase alcalina.

Em longos tempos de -cultivo, devido a limitacdo espacial, dispositivos
bidimensionais em geral apresentam confluéncia das células, o que inibe o
crescimento, ou mesmo, provoca morte celular. Neste trabalho, a membrana PCL-M,
apresentou crescimento significativo em todas as etapas de cultivo e por isso € a mais
promissora em termos de adesdo celular, uma vez que n&o tem evidéncias de
confluéncia celular. O comportamento diferenciado da PCL-M pode ser devido ao fato
desta ser mais porosa (Tabela 6) que as demais e possuir menor My, , 0 que favorece a
degradacao e também a lixiviagdo de oligbmeros resultantes de sua degradacéo.
Ambos fatores contribuem para aumentar a area superficial da membrana, favorecendo

o crescimento celular prolongado.
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Capitulo 8 — Conclusdes

8.1 Conclusoes

Neste trabalho foram preparadas membranas assimétricas de poli(e-caprolactona)
com superficies modificadas pelo crescimento de fosfato de célcio. As membranas
foram preparadas pelo método de inversao de fases induzida por vapor e o crescimento
de fosfato de calcio na superficie das membranas foi realizado por ciclos de imersao
sequencial. Os métodos de preparo foram otimizados, utilizando planejamentos
experimentais. Foi avaliada a influéncia da estrutura molecular do agente de nucleacao
de fosfato de calcio na morfologia do material, nas propriedades fisico-quimicas e
também na biocompatibilidade das membranas.

A inversdo de fases induzida por vapor produziu membranas com
aproximadamente 50% de porosidade, contendo cavidades esféricas na superficie livre,
com diametros variando entre dezenas de um até alguns mm. Foram testados trés
agentes de nucleacdo: acido estearico, hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) e
hidrogenofosfato de  bis(metacriloiloxietila). Apenas o hidrogenofosfato de
bis(metacriloiloxietila) provocou uma discreta mudanga na morfologia, aumentando a
porosidade da membrana consolidada.

Os agentes de nucleagdo foram avaliados na concentracdo molar de 0,2% (em
massa) com relagdo a massa total da membrana. Essa concentragéo foi suficiente para
permitir a nucleagéo e o crescimento de fosfato de calcio, mas nao foi suficiente para
provocar mudancgas significativas no angulo de contato e nas propriedades térmicas e
mecéanicas do material.

A estrutura quimica do agente de nucleagao mostrou ter forte influéncia no tipo de
fosfato de calcio formado, uma vez que é determinante em termos de numero e forca
dos grupos polares ionizaveis disponiveis na superficie e, por sua vez, na area total da
superficie que sera efetivamente recoberta e na estabilidade dos nucleos de fosfato de
calcio e tipo de cristal formado.

Foi verificado que o hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila), assim como o
hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila), promove a aceleragdo da hidrélise da matriz

de poli(e-caprolactona) quando em solugéo. Esse efeito resultou na reducdo da massa
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molar média ponderal do polimero de 182 kg mol™ para 77 kg mol™ e 102 kg mol™, para
as membranas contendo hidrogenofosfato de bis(2-etilhexila) e para 60 kg mol™ e 94 kg
mol™ para as membranas contendo hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila) sem e
com, respectivamente, o tratamento superficial por ciclos de imersao sequencial. Essa
reducao de massa molar foi responsavel pelo aumento no grau de cristalinidade dessas
membranas.

No ensaio de biodegradacdo foi observado que membranas contendo
hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila), com e sem tratamento por ciclos de imerséo
sequencial, apresentaram a maior perda de massa, de 5,0% e 3,2%, respectivamente,
e também a maior extensdo de degradacao superficial em 30 dias de degradacgao
hidrolitica em agua deionizada.

No ensaio de mineralizagdo, todas as membranas preparadas promoveram a
nucleacdo e o crescimento de fosfato de célcio apés uma hora de imersdo em fluido
corporeo simulado a 37 °C, exceto a membrana contendo hidrogenofosfato de
bis(metacriloiloxietila) sem tratamento superficial. Este resultado comprova que o
método desenvolvido nesse trabalho é eficiente em acelerar a deposicao de fosfato de
calcio na superficie de dispositivos poliméricos bioreabsorviveis. Os materiais mais
promissores nesse sentido foram as membranas tratadas superficialmente por ciclos de
imersao contendo acido estearico ou hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila).

Os resultados de biocompatibilidade, avaliados pelo ensaio metabdélico do MTT em
até 12 dias, indicaram citocompatibidade de todas as membranas preparadas, e
auséncia de potencial efeito toxico ou confluéncia celular. As membranas que podem
ser consideradas mais promissoras nesse aspecto sdo novamente aquelas contendo
hidrogenofosfato de bis(metacriloiloxietila) e acido estearico, ambas apds 10 ciclos de
imersao sequencial a 25 °C.

A metodologia desenvolvida neste trabalho, envolvendo o preparo de membranas
poliméricas modificadas superficialmente, ainda ndo havia sido reportada na literatura,
porém mostrou-se bastante promissora. A combinagdo do processo de inversado de
fases induzido por vapor com a adicdo de agentes de modificacao superficial, que

promovem a nucleagao e crescimento de fosfato de célcio sobre a superficie de filmes
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porosos, mostrou-se Util para a produgcdo de membranas bioreabsorviveis e

hY

citocompativeis, com superficies adequadas a integracdo com o tecido 6sseo.

101






Laura C. E. Silva

Referéncias Bibliograficas

Araujo, J. V., Martins, A., Leonor, |. B., Pinho, E. D., Reis, R. L., & Neves, N. M.
(2008). Surface controlled biomimetic coating of polycaprolactone nanofiber meshes to
be used as bone extracellular matrix analogues. Journal of Biomaterials Science:
Polymer Edition, 19 (10), 1261-1278.

Barbanti, S. H., Zavaglia, C. A. C., & Duek, E. A. R. (2005). Polimeros
Bioreabsorviveis na Engenharia de Tecidos. Polimeros, 15 (1), 13-21.

Bir6, E., Németh, A. Sz., Feczké, T., Téth, J., Sisak, Cs., & Gyenis, J. (2009).
Three-step experimental design to determine the effect of process parameters on the
size of chitosan microspheres. Chemical Engineering and Processing: Process
Intensification, 48 (3), 771-779.

Canevarolo, S. V. (2006). Ciéncia de polimeros (2°
Artiliber.

ed.). Sao Carlos, Brasil:

Castilla-Cortazar, I., Mas-Estellés, J., Meseguer-Duenas, J. M., Escobar lvirico, J.
L., Mari, B., & Vidaurre, A. (2012). Hydrolytic and enzymatic degradation of a poly(e-
caprolactone) network. Polymer Degradation and Stability, 97 (8), 1241-1248.

Cassu, S. N., & Felisberti, M. I. (2005). Comportamento dinamico-mecanico e
relaxacoes em polimeros e blendas poliméricas. Quimica Nova, 28 (2), 255-263.

Choong, C., Yuan, S., Thian, E. S., Oyane, A., & Triffitt, J. (2011). Optimization of
poly(e-caprolactone) surface properties for apatite formation and improved osteogenic
stimulation. Journal of Biomedical Materials Research: Part A, 100A (1), 353-361.

Coombes, A. G. A., Rizzi, S. C., Williamson, M., Barralet, J. E., Downes, S., &
Wallace, W. A. (2004). Precipitation casting of polycaprolactone for applications in tissue
engineering and drug delivery. Biomaterials, 25 (2), 315-325.

Diban, N., Haimi, S., Bolhuis-Versteeg, L., Teixeira, S., Miettinen, S., Poot, A,
Grijpma D., & Stamatialis D. (2013). Development and characterization of poly(e-
caprolactone) hollow fiber membranes for vascular tissue engineering. Journal of
Membrane Science, 438 (1), 29-37.

Elbert, D. L., & Hubbell, J. A. (1996). Surface treatments of polymers for
biocompatibility. Annual Reviews for Materials Science, 26 (1), 365-394.

Eldsater, C., Erlandson, B., Renstad R., Albertsson, A.-C., & Karlsson, S. (2000).
The biodegradation of amorphous and crystalline regions in film-blown poly(e-
caprolactone). Polymer, 41 (4), 1297-1304.

103



Laura C. E. Silva Referéncias

Fabbri, P., Bondioli, F., Messori, M., Bartoli, C., Dinucci, D., & Chiellini, F. (2010).
Porous scaffolds of polycaprolactone reinforced with in situ generated hydroxyapatite for
bone tissue engineering. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, 21 (1),
343-351.

Feczko, T., Téth, J., Désa, Gy., & Gyenis, J. (2011). Optimization of protein
encapsulation in PLGA nanoparticles. Chemical Engineering and Processing: Process
Intensification, 50 (8), 757-765.

Ferreira, S. L. C., Bruns, R. E., Ferreira H. S., Matos, G. D., David, J. M., Brandao,
G. C,, Silva, E. G. P., Portugal, L. A., dos Reis P. S., Souza A. S., & dos Santos W. N. L.
(2007). Box-Behnken design: An alternative for the optimization of analytical methods.
Analytica Chimica Acta, 597 (2), 179-186.

Fink, J. K. (2010). A concise introduction to additives for thermoplastic polymers
(1% ed.). Beverly: Scrivener Publisher LLC.

Fujihara, K., Kotaki, M., & Ramakrishna, S. (2005). Guided bone regeneration
membrane made of polycaprolactone/calcium carbonate composite nano-fibers.
Biomaterials, 26 (19), 4139-4147.

Gentile, P., Chiono, V., Tonda-Turo, C., Ferreira, A. M., & Ciardelli, G. (2011).
Polymeric membranes for guided bone regeneration. Biotechnology Journal, 6 (10),
1187-1197.

Guarino, V., Taddei, P., Di Foggia, M., Fagnano, C., G Ciapetti, L. A., & Ambrosio
L. (2009). The Influence of Hydroxyapatite Particles on In vitro Degradation Behavior of
Poly e-caprolactone—Based Composite Scaffolds. Tissue Engineering: Part A, 15 (11),
3655- 3667.

Han, M.-J., & Bhattacharyya, D. (1995). Changes in morphology and transport
characteristics of polysulfone membranes prepared by different demixing conditions.
Journal of Membrane Science, 98 (3), 191-200.

Hata, K., Kokubo, T., Nakamura T., & Yamamuro T. (1995). Growth of a Bonelike
Apatite Layer on a Substrate by a Biomimetic Process. Journal of the American Ceramic
Society, 78 (4), 1049-1053.

Hong, H., Wei, J., & Liu, C. (2007). Development of asymmetric gradational-
changed porous chitosan membrane for guided periodontal tissue regeneration.
Composites Part B: Engineering, 38 (3), 311-316.

Ji, W., Yang, F., Ma, J., Bouma, M. J., Boerman, O. C., Chen, Z., van den Beuken
J. J. J. P, & Jansen J. A. (2013). Incorporation of stromal cell-derived factor-1a in
PCL/gelatin electrospun membranes for guided bone regeneration. Biomaterials, 34(3),
735-745.

104



Laura C. E. Silva Referéncias

Jian Y., Bei J., & Wang S. (2002). Enhanced cell affinity of poly (D,L-lactide) by
combining plasma treatment with collagen anchorage. Biomaterials, 23 (12), 2607—-
2614.

Jiang J., Fan Y., Zhang, L., Yang, H., Chen, Y., Zhao, C., & Zhang, P. (2011).
Synthesis and characterization of multi-lamellar mesostructured hydroxyapatites using a
series of fatty acids. Journal of Materials Science, 46 (11), 3828 — 3834.

Jiao, Y. P., & Cui, F. Z. (2007). Surface modification of polyester biomaterials for
tissue engineering. Biomedical Materials, 2 (4), R24-R37.

Kampf, G. (1986). Characterization of plastics by physical methods (1% ed.).
Munique, Germany: Hanser Publishers.

Karageorgiou, V., & Kaplan, D. (2005). Porosity of 3D biomaterial scaffolds and
osteogenesis. Biomaterials, 26 (27), 5474-5491.

Khare, V. P., Greenberg, A. R., & Krantz, W. B. (2005). Vapor-induced phase
separation—effect of the humid air exposure step on membrane morphology. Part I.
Insights from mathematical modeling. Journal of Membrane Science, 258 (1), 140-156.

Khor, H. L., NG, K. W., Htay, A. S., Schantz, J.-H., Teoh, S. H., & Hutmacher, D.
W. (2003). Preliminary study of a polycaprolactone membrane utilized as epidermal
substrate. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, 14 (1), 113-120.

Kikuchi, M., Koyama, Y., Takakuda, K., Miyairi, H., Shirahama, N., & Tanaka, J.
(2002). In vitro change in mechanical strength of B-tricalcium phosphate/copolymerized

poly-L-lactide composites and their application for guided bone regeneration. Journal of
Biomedical Materials Research, 62 (2), 265-272.

Kim, H. M., Kim, Y., Park, S.-J., Rey, C., Lee, H. M., Glimcher, M. J., & Jo J. S.
(2000). Thin film of low-crystalline calcium phosphate apatite formed at low temperature.
Biomaterials, 21 (11), 1129-1134.

Kim, H. M., Kokubo, T., Fujibayashi, S., Nishiguchi, S., & Nakamura, T. (2000).
Bioactive macroporous titanium surface layer on titanium substrate. Journal of
Biomedical Materials Research, 52 (3), 553-557.

Kim, T. H., Oh, S. H., Na, S. Y., Chun, S. Y., & Lee, J. H. (2012). Effect of
biological/physical stimulation on guided bone regeneration through asymmetrically
porous membrane. Journal of Biomedical Materials Research, 100A, 1512-1520.

Kokubo, T. (2005). Design of bioactive bone substitutes based on biomineralization
process. Materials Science and Engineering C, 25 (1), 97-104.

105



Laura C. E. Silva Referéncias

Kokubo, T., Kushitani, H., Sakka, S., Kitsugi, T., & Yamamuro, T. (1990). Solutions
able to reproduce in vivo surface-structure changes in bioactive glass ceramic A-W>.
Journal of Biomedical Materials Research, 24 (6), 721-734.

Koleske, J. V., & Lundberg, R. D. (1969). Lactone Polymers I. Glass Transition
Temperature of Poly-ge-caprolactone by Means of Compatible Polymer Mixtures. Journal
of Polymer Science: Part A, 7 (1), 795-807.

Lakowicz, J. R. (2006). Principles of Fluorescence Spectroscopy (3% ed.).
Maryland, USA: Springer.

Lebourg, M., Suay Antén, J., & Gomez Ribelles, J. L. (2010). Characterization of
calcium phosphate layers grown on polycaprolactone for tissue engineering purposes.
Composites Science and Technology, 70 (13), 1796—1804.

Lee, H. J., Jung, B., Kang, Y. S., & Lee, H. (2004). Phase separation of polymer
casting solution by nonsolvent vapor. Journal of Membrane Science, 245 (1), 103-112.

Li, C.-L. , Wang, D.-M. , Deratani, A., Quémener, D., Bouyer, D., & Lai, J.-Y.
(2010). Insight into the preparation of poly(vinylidene fluoride) membranes by vapor-
induced phase separation. Journal of membrane science, 361 (1), 154-166.

Liao, C., Zhao, J., Yu, P., Tong, H., & Luo, Y. (2012). Synthesis and
characterization of low content of different SiO, materials composite poly(vinylidene
fluoride) ultrafiltration membranes. Desalination, 285 (1), 117-122.

Liu, H.,, Han, C., & Dong, L. (2010). Study of the biodegradable poly(e-
caprolactone)/clay nanocomposite foams. Journal of applied polymer science, 115 (5),
3120-3129.

Liu, W., Zhao Z., Sun, L., & Wang M. (2010). Formation of Polyethersulfone Film
with Regular Microporous Structure by Water Vapor Induced Phase Separation. Chinese
Journal of Chemical Engineering, 18 (3), 529-532.

Ma, Z., Mao, Z., & Gao, C. (2007). Surface modification and property analysis of
biomedical polymers used for tissue engineering. Colloids and Sufaces B: Biointerfaces,
60 (1), 137-157.

Madurantakam, P. A., Rodrigues, I. A., Cost, C. P., Viswanathan, R., Simpson, D.
G., Beckman, M. J., Moon, P. C., & Bowlin, G. L. (2009). Multiple factor interactions in
biomimetic mineralization of electrospun scaffolds. Biomaterials, 30 (29), 5456-5464.

Mangindaan, D., Chen, C.-T., & Wang, M.-J. (2012). Integrating sol-gel with cold

plasmas modified porous polycaprolactone membranes for the drug-release of silver-
sulfadiazine and ketoprofen. Applied Surface Science, 262 (1), 114-119.

106



Laura C. E. Silva Referéncias

Mavis, B., Demirtas, T. T., Gumusderelioglu, M., Gunduz, G., & Colak, U. (2009).
Synthesis, characterization and osteoblastic activity of polycaprolactone nanofibers
coated with biomimetic calcium phosphate. Acta Biomaterialia, 5 (8), 3098-3111.

Mossmann, T. (1983). Rapid Colorimetric Assay for Cellular Growth and Survival:
Application to Proliferation and Cytotoxicity Assays. Journal of Immunological Methods,
65 (1), 55-63.

Mulder, M. (1996). Basic principles of membrane technology (1 ed.). Dordrecht,
Holland: Kluwer Academic Publishers.

Nair, L. S., & Laurencin, C. T. (2007). Biodegradable polymers as biomaterials.
Progress in Polymer Science, 32 (8), 762-798.

Neppalli, R., Causin, V., Marega, C., Saini, R., Mba, M., & Marigo, A. (2011).
Structure, Morphology, and Biodegradability of Poly(e-caprolactone)-Based
Nanocomposites. Polymer Engineering & Science, 51 (8), 1489 - 1496.

Norma ASTM D3418 (2012). Standard test method for transition temperatures and
enthalpies of fusion and crystallization of polymers by differential scanning calorimetry.
ASTM International.

Norma ASTM F1635 (2011). Standard test method for in vitro degradation testing
of hydrolytically degradable polymer resins and fabricated forms for surgical implants.
ASTM International.

Osada, Y., & Nakagawa, T. (1992). Membrane Science and Technology (1% ed.).
New York, USA: Marcel Dekker Inc.

Oyane, A., Kawashita, M., Nakanishi, K., Kokubo, T., Minoda, M., Miyamoto, T., &
Nakamura T. (2003). Bonelike apatite formation on ethylene-vinyl alcohol copolymer
modified with silane coupling agent and calcium silicate solutions. Biomaterials, 24 (10),
1729-1735.

Oyane, A., Uchida, M., Yokoyama, Y., Choong, C., Triffitt, J., & Ito, A. (2005).
Simple surface modification of poly(g-caprolactone) to induce its apatite-forming ability.
Journal of biomedical materials research. Part A, 75 (1), 138-145.

Park, H. C., Kim, Y. P., Kim, H. Y., & Kang, Y. S. (1999). Membrane formation by
water vapor induced phase inversion. Journal of Membrane Science, 156 (2), 169-178.

Peng, Y., Fan, H., Dong, Y., Song, Y., & Han H. (2012). Effects of exposure time
on variations in the structure and hydrophobicity of polyvinylidene fluoride membranes
prepared via vapor-induced phase separation. Applied Surface Science, 258 (20), 7872-
7881.

107



Laura C. E. Silva Referéncias

Ratner, B. D., Hoffman, A. S., Schoen, F. J., & Lemons, J. E. (1996). Biomaterials
Science: An introduction to materials in medicine. (12 ed.) San Diego, USA: Academic
Press.

Reimer L. (1998). Scanning Electron Microscopy: Physics of Image Formation and
Microanalysis. (2% ed.) Berlim, Germany: Springer.

Roach, P., Eglin, D., Rohde, K., & Perry, C. C. (2007). Modern biomaterials: a
review—Dbulk properties and implications of surface modifications. Journal of Materials
Science: Materials in Medicine, 18 (7), 1263-1277.

Saier, H.-D., & Strathmann, H. (1975). Asymmetric Membranes: Preparation and
Applications. Angewandte Chemie (International ed. in English), 14 (7), 452-459.

Salgado, C. L., Sanchez, E. M. S., Zavaglia, C. A. C., & Granja, P. L. (2012).
Biocompatibility and biodegradation of polycaprolactone-sebacic acid blended gels.
Journal of Biomedical Materials Research, 100A, 243-251.

Serizawa, T., Kawanishi, N., & Akashi, M. (2001). Hydroxyapatite deposition by
alternating soaking technique on poly(vinyl alcohol)-coated polyethylene films. Journal of
biomaterials science. Polymer edition, 12 (12), 1293-1931.

Strathmann, H. (2001). Membrane Separation Processes: Current Relevance and
Future Opportunities. AICHE Journal, 47 (5), 1077 - 1087.

Surmenev, R. A., Surmeneva, M. A., & Ivanova, A. A. (2014). Significance of
calcium phosphate coatings for the enhancement of new bone osteogenesis — A review.
Acta Biomaterialia, 10 (2), 557-579.

Taguchi, T., Kishida, A., & Akashi, M. (1998). Hydroxyapatite Formation on/in
Poly(vinyl alcohol) Hydrogel Matrices Using a Novel Alternate Soaking Process.
Chemistry Letters, 27 (8), 711-712.

Taguchi, T., Muraoka, Y., Matsuyama, H., Kishida, A., & Akashi, M. (2001). Apatite
coating on hydrophilic polymer-grafted poly(ethylene) films using an alternate soaking
process. Biomaterials, 22 (1), 53-58.

Tanahashi, M., & Matsuda, T. (1997). Surface functional group dependence on
apatite formation on self-assembled monolayers in a simulated body fluid. Journal of
Biomedical Materials Research, 34 (3), 305-315.

Tiaw, K. S., Goh, S. W., Hong, M., Wang, Z., Lan, B., & Teoh, S. H. (2005). Laser

surface modification of poly(epsilon-caprolactone) (PCL) membrane for tissue
engineering applications. Biomaterials, 26 (7), 763-769.

108



Laura C. E. Silva Referéncias

Tsai, J. T., Su, Y. S., Wang, D. M., Kuo, J. L., Lai, J. Y., & Deratani, A. (2010).
Retainment of pore connectivity in membranes prepared with vapor-induced phase
separation. Journal of Membrane Science, 362 (1), 360-373.

Vallet-Regi, M., & Gonzalez-Calbet, J. M. (2004). Calcium phosphates as
substitution of bone tissues. Progress in Solid State Chemistry, 32 (1), 1-31.

Vaquette C., & Cooper-White J. (2013). A simple method for fabricating 3-D
multilayered composite scaffold. Acta Biomaterialia, 9 (1), 4599-4608.

Wei, K., Wang, Y., Lai, C., Ning, C., Wu, D., Wu, G., Zhao, N., Chen, X,, & Ye, J.
(2005). Synthesis and characterization of hydroxyapatite nanobelts and nanoparticles.
Materials Letters, 59 (2), 220-225.

Yang, F., Both, S. K., Yang, X., Frank Walboomers, X., & Jansen, J. A. (2009).
Development of an electrospun nano-apatite/PCL composite membrane for GTR/GBR
application. Acta Biomaterialia, 5 (9), 3295-3304.

Yang, F., Wolke, J. G. C., & Jansen, J. A. (2008). Biomimetic calcium phosphate
coating on electrospun poly(e-caprolactone) scaffolds for bone tissue engineering.
Chemical Engineering Journal, 137 (1), 154—-161.

Ye, Q., Xiang, Y., Chen, F., Xu, W., & Yang, H. (2013). The formation of regular
porous polyurethane membrane via phase separation induced by water droplets from
ultrasonic atomizer. Materials letters , 100 (1), 23-25.

Yen, C., He, H., Lee, L. J., & Ho, W. S. W. (2009). Synthesis and characterization
of nanoporous polycaprolactone membranes via thermally- and nonsolvent-induced
phase separations for biomedical device application. Journal of Membrane Science, 343
(1), 180-188.

Yeong, W. Y., Sudarmadji, N., Yu, H. Y., Chua, C. K., Leong, K., Venkatraman, S.
S., Boey, Y. C. F., & Tan, L. P. (2010). Porous polycaprolactone scaffold for cardiac
tissue engineering fabricated by selective laser sintering. Acta Biomaterialia, 6 (6),
2028-2034.

Zhang, Y., Lu, J., Wang, J., Yang, S., & Chen, Y. (2009). Synthesis of nanorod and

needle-like hydroxyapatite crystal and role of pH adjustment. Journal of Crystal Growth,
311 (23), 4740 — 4746.

109



