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RESUMO

No presente trabalho, foram obtidos “scaffolds” através da sinterizacao
controlada do Biosilicato®. Este material apresenta boas propriedades
mecanicas e nivel de bioatividade comparavel ao dos biovidros, sendo um
candidato interessante para ser empregado como scaffold no auxilio da
regeneracao O0ssea. Estudos anteriores reportam que quando este material é
tratado termicamente em temperaturas superiores a 700°C, ocorre 0
aparecimento de uma fase cristalina secundaria. Os testes de bioatividade in
vitro revelaram que a presenca da fase secundaria ndo € prejudicial, mas torna
o nivel de bioatividade do Biosilicato® ainda maior, igualando-o ao nivel de
bioatividade do Bioglass - 45S5. Duas técnicas diferentes foram utilizadas na
sintese dos scaffolds: (1) via adicdo de agentes porogénicos e (2) método da
réplica. Cinco agentes porogénicos foram testados e comparados: naftaleno,
amido de mandioca, amido de milho, microesferas de polietiieno e negro de
fumo. A técnica de adicdo de agentes porogénicos permitiu a obtencdo de
scaffolds exibindo porosidade total entre 67 e 87%, com uma estrutura de
poros altamente interconectada. O melhor resultado foi alcancado através do
uso do negro de fumo, onde o tamanho médio de poros obtido foi de 230 um e
uma porosidade total de 87%, tornando-0 0 mais promissor para aplicacao
como scaffold. O método da réplica permitiu a obtencdo de scaffolds exibindo
uma porosidade total de aproximadamente 96% e abertura de células na faixa

de 435 — 945 um, com abertura média de 650 pum.



ABSTRACT

SYNTHESIS OF HIGHLY BIOACTIVE POROUS STRUCTURES VIA
SINTERING OF BIOSILICATE®

In the present work, scaffolds were obtained through the controlled
sintering of Biosilicate®. This material possesses good mechanical properties
and its bioactivity level is comparable to that of bioglasses, making it an
interesting candidate for use as a scaffold to stimulate bone tissue regeneration.
Previous studies have found that a secondary crystalline phase is formed when
Biosilicate® is heat-treated at high temperatures (T > 700°C). The in vitro
bioactivity tests revealed that the presence of the secondary phase is not
harmful, but instead enhances the bioactivity of Biosilicate® to a level
comparable to that of Bioglass - 45S5. Two different techniques were used in
the synthesis of scaffolds: (1) the addition of porogen agents, and (2) the
replication method. Five porogen agents were tested and compared:
naphthalene, cassava starch, corn starch, polyethylene beads and carbon
black. The first technique yielded scaffolds with a total porosity of 67 to 87% in a
highly interconnected porous structure. The best result was achieved with
carbon black, which resulted in an average pore size of 230 um and a total
porosity of 87%, making it the most promising porogen agent for application as
a scaffold. The replication technique led to the formation of scaffolds with a total
porosity of 96% and open cells in the range of 435 — 945 um, with an average

cell size of 650 um.



PUBLICACOES

Crovace, M. C.; Ravagnani, C.; Rodrigues, A. C. M.; Peitl, O.; Zanotto, E. D.
“Hydroxicarbonate apatite (HCA) formation in a P,0s-Na,O-CaO-SiO, glass-
ceramic”. In: IV International Symposium on Non-Crystalline Solids & VIII
Brazilian Symposium on Glass and Related Materials, 2007, Aracaju-SE

(Resumo).

Crovace, M. C.; Fortulan, C. A.; Rodrigues, A. C. M.; Peitl, O.; Zanotto, E. D.

®”

“Scaffolds via sinterizacdo de Biosilicato . In: 18° Congresso Brasileiro de

Engenharia e Ciéncia dos Materiais, 2008, Porto de Galinhas-PE (Resumo).



Vi

INDICE DE ASSUNTOS

BANCA EXAMINADORA . ...ttt e e e e et e e e e e eees [
AGRADECIMENTOS ...ttt e e e e e e e e eeeaaeeeeannes i
RESUMO ...ttt e et e e e e e e s st e e e e e e e e s e s nnnsbnneenaeaeeaaans il
AB S T R A T e \Y
PUBLICACOES ... oot v
1. INTRODUGAOD .....ootiiieit ettt ettt ettt st ste e eeene e 1
O I O | ][] 117/ 1= 3

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 5
2.1. Consideracdes sobre a regeneragao 0SSEA..........uueeeeeeeeeiiiiiirireeeeeaeaans 5
2.2, SCAffOlAS ... 7
2.2.1. Materiais bioativos e reabSorviveis ........ccccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieiinn, 8
2.2.2. OsteoconduGao e 0SteOINAUGED ........ccevvvvvieiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 10
2.2.3. A importancia da porosidade.........cccccveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 10
2.2.4. Propriedades mecanicas dos scaffolds ............ccceevveviiiciiineeeenn, 12
2.2.5. Fabricacdo de formas complexas...........ccceeeeeeriiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeennns 13

2.3. Obtencao de scaffolds: o estado da arte...........cceeveeeeiiiiiiiiiiiiiinneeeeee, 13
2.4. \Vidros e vitroceramicas: candidatos potencCiaisS. ..........ccooeeeeeeeeeirennnnns 17
2.5, O BIOSIlICALO® ......ovviiicieiieieie e 20
2.6. Produtos comercialmente diSponiveis..........ccccceeeiiieeeiicvceiiiiicee e 21
2.7, MOUVAGED......cci i 25

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ...coiiiiieee e 27
3.1. Preparagéo e moagem do Biosilicato®..............ccceeveveveeeeeiviveeenennnn, 28
3.2. Tratamento térmico complementar ...........ccccevvvvviiiiie e 29
3.3. ObtenCao dO BioglassS ......ccoeeeeiiiiiiiiiiiie e 30
3.4. Testes de bioatividade “in vitro” e analise por FTIR ..........cccooeiiiiiiinnns 31
3.5. Andlise de difraCa0 d€ FAI0S-X .......uueeiiiieiiiiiiiiiiiieieee e e siiiiieeeee e e e e 35
3.6. TesteS de SINErZAGCAD ......uveeeeeeeeeeeiiiiie e ee e e e e a e 35
3.6.1. Andalise de particulas do BioSiliCato® .........ccooeeveeeeeeeeeeeeeeeeeann, 35
3.6.2. Preparagéo e sinterizag8o das amosStras ..............eeeeveeeeeeeeeeennnne. 36

3.6.3. Caracterizacdo das amostras sinterizadas..........ccccccvvvviiieeeeennne. 36



vii

3.7. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) .........ccceeiieeeeeiiiieiiien. 37
3.8. Andlise do tamanho de particulas dos agentes porogénicos.............. 38
3.9. Determinacdo da densidade do Biosilicato® e dos agentes

o100 1] 1o 01 38
3.10. Analise termograviMetriCa .........cccevvveuuuiiiie e 38
3.11. Observacédo da fase secundaria por microscopia otica ...................... 38
3.12. Microscopia eletronica de varredura (MEV)........ccooooiiiiiiiiiiiie 39
3.13. Manufatura de SCaffOldS ............uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 40

3.13.1. Via adicdo de agentes porogeniCoS .........cccuvvuvuiieeeeeeeeeeerinnennns 40

3.13.2. Selecao dos agentes POrOgENICOS .......cceveveerrrirriiaaeeeeeeeeiiainnes 42

3.13.3. MEtodO da rEPIICA ....ueveeeeeeeiiiiiiiiiieee e 44
3.14. Queima dos scaffolds ..........oiiiiiiiiii e 45
3.15. Caracterizacdo dos scaffolds............coeviiiiiiiiiiiii e 46

3.15.1. Célculo da porosidade total, da porosidade aparente e da retracdo

3.15.2. Determinacéo da macroporosidade ...........cccccceeeeeeeeeeeeeeeiiinnnnnn. 48

3.15.3. Determinacdo do tamanho médio e da distribuicdo do tamanho

(0 [0SR 0T 0 1SRRI 49
3.16. Queima dos agentes porogénicos e obtencao de residuo.................. 52

. RESULTADOS E DISCUSSAO ......coeoeeeeeeeeeeeee ettt 53
4.1. Analise da fase SECUNAANTA........ccooeeiieiiiiiiieeee 53
V2t 0 N |V 1 Tox o YT oo o = W o ) £ [ = KO 53
4.1.2. Microscopia eletronica de varredura..........ccccceevvveeeiiiiiiiiineenen. 57
4.1.3. DIifraGao de raioS-X ......ccceiiiiiiiiiiiiiiiii e 59
4.1.4. Influéncia da fase secundaria na bioatividade do Biosilicato®..... 60

4.2. Estimava da densidade tedrica do Biosilicato® contendo a fase

SECUNANIA ..o 64
4.3. Distribuicdo do tamanho de particulas do Biosilicato®........................ 65
4.4. TesteS de SINErIZAGCAOD .......uciieeeeeeeeeeiiiiee e e e e et e e e e e e 66
4.5. Caracterizacdo dos agentes POrogeéniCosS..........ccuuvuiieeeeeeeereeernnnnnenenns 73

4.5.1. Distribuicdo do tamanho de particulas..........ccccccevvvvviiiiiinnnnnnnnn. 73

4.5.2. Morfologia dos agentes POrogeniCoS ..........cceevveereeeiiiiieeeeeeeeeeeenn. 74



viii

4.5.3. Picnometria de heli0.............uuuuuiiiiimiiiiiiiiiiiiiiiiieees 78
4.5.4. Preparacdo das barbotinas contendo Biosilicato®....................... 79
4.5.4.1. Via adicdo de agentes POrogeniCoS ..........ccereerrrreaaansnnanannnnnns 79
4.5.4.2. MEtodo da répliCa.........ccceeeeeeeeeeiiiiiiiee e 80

4.5.5. Analise termogravimetriCa .........cccovvvuuuiiiiieeeeeeeeeeeiee e e 81

4.6. Caracterizagao dos scaffolds ..o 83
4.6.1. Scaffolds obtidos através da adi¢cdo de agentes porogénicos....... 83
4.6.2. Residuos inorganicos gerados pelos agentes porogénicos .......... 93
4.6.3. Scaffolds obtidos através do método da réplica...............ccceeeennee. 98

5. CONCLUSOES .....cociiiieieieiiesieteie et 103
6. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS .......ooiieieieeeeeeeeeeeeeen 105

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ........ccociiieeiieeieeeeeeee e, 107



INDICE DE TABELAS

Tabela 1 - Concentracdo de ions (mM) na solucdo SBF-K9 e no plasma
SANGUINEO NUMANO. ...ttt e e e e e e e e nneeees 32
Tabela 2 - Reagentes utilizados na preparacao da solugdo SBF-K9................ 33
Tabela 3 — Densidade dos agentes porogénicos determinada através de
picnometria de NElI0. ... 78
Tabela 4 - Barbotinas: composigOes € dados. .............uevveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 80
Tabela 5 - Valores de porosidade total, porosidade aparente, macroporosidade,
abertura média de canal e retracdo linear diametral, dos scaffolds obtidos
através da adicdo de diferentes agentes porogénicCos. ............euvvveeeveereeeeeeennne 92
Tabela 6 - Composi¢cado quimica determinada por EDS dos residuos gerados
apos a queima dos agentes porogénicos e seus respectivos valores de perda

A0 TOQ0. it 98



INDICE DE FIGURAS

Figura 2.1 - Organizagdo hierarquica simplificada do tecido 0sseo para
diferentes escalas de COmMPriMeNnto [2]. .........uuuuuuuuuiuiuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 6
Figura 2.2 - Diagrama do sistema Na,O-CaO-P,0s5-SiO, com uma
concentracdo em peso fixa de 6% de P,Os, mostrando a regido com indice de
bioatividade SUpPerior @ 8 [58].......ccuuuuiiiiiiii e 19
Figura 2.3 - Vendas de enxertos 6sseos e produtos relacionados nos EUA [69].

Figura 2.4 - Cerasorb® (a), ChronOs™ (b) e Vitoss® (c) sd@o scaffolds
produzidos a partir de fosfato de triCalCIO. .........ccevvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 22
Figura 2.5 - Bio-Oss® (a), Cerabone® (b) e Bonefill® (c) sdo scaffolds
produzidos a partir de hidroxXiapatita.............ceeuueviiiieeeeeeeiece e 23

Figura 2.6 - ReproBone™ (a), Osteosynt® (b) e GenPhos® (c) sdo scaffolds

produzidos a partir da ceramica bifasica HA/B-TCP. ..........cuvvviiiviiiiiiiiiiiiininnnee, 24
Figura 2.7 - O produto NovaBone® é um scaffold produzido a partir do
BIOGIASS® - A5S5..... ettt ettt ettt ettt 25
Figura 3.1 - Fluxograma simplificado das atividades realizadas....................... 27

Figura 3.2 - Tempo de duracdo do tratamento térmico em funcdo da
temperatura para o surgimento da fase secundéria (identificacdo da fase
secundéria realizada através de FTIR) [1]...cccoooiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeee e 29
Figura 3.3 - Forno utilizado para o tratamento térmico complementar do
BIOSIICAIO®. ......vee ettt ettt ettt ettt n ettt et 30
Figura 3.4 - Representacao do teste de bioatividade [89]. .......ccccovvveeeriiiiinnnnn. 34
Figura 3.5 — Dimensdes das amostras utilizadas nos testes de sinterizacao do
Biosilicato® (dimensBes €M MM). .........c.cvevieiieeeeeeeeseee e ee e 36
Figura 3.6 — Fluxograma esquematico do procedimento utilizado na preparacao
das DArDOLINAS. .. ..uuiiiiiiiiiiiiii e 41
Figura 3.7 - Estagios de queima das pastilhas para a obtencéo de scaffolds
(Ta: Temperatura ambiente; Trl: Temperatura de remocdo do agente
porogénico; Tr2: Temperatura de remocao do ligante ou espuma de PU; Ts:

Temperatura de sinterizacdo do scaffold)...........ccoevvviiiiiiiiii e, 46



Xi

Figura 3.8 - Exemplo de imagem obtido por MEV e tratada no software Image-J
para a determinagéo da macroporosidade do scaffold. ............ccccceeeiiiiiiiiiinnns 49
Figura 3.9 - Sobreposicédo da imagem a 0° (a) e a 45° (b) da secao transversal
do scaffold por rede de lINNAs. ..........uvveiiiii i 51
Figura 4.1 - Amostras de Biosilicato® contendo a fase secundéria tratadas a: a)
900°C/1min; b) 900°C/5min; c¢) 900°C/10min; d) 900°C/15min; e) 900°C/20min;
f) 900°C/30min; g) 900°C/60min; h) 900°C/120min; i) 900°C/5760min (96h)... 54
Figura 4.2 - Crescimento dendritico da fase secundéria no Biosilicato®. ......... 55
Figura 4.3 - Exemplo de imagem da amostra tratada a 900°C/20min, e a
mesma imagem apds o tratamento no software Image-J. .........cccceeeeeeeeiiinnnnns 55
Figura 4.4 - Porcentagem de fase secundaria no volume da amostra em fungéo
do tempo de tratamento para a temperatura de 900°C............cccceeveiieeeerreeninns 56
Figura 4.5 - Micrografias obtidas por MEV de amostra do Biosilicato® tratada a
900°C por 3h revelando a fase secundaria na regido intergranular. ................ 57
Figura 4.6 - Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) da regido intragranular
(@) e intergranular (D). .......oouueiiiie e 58
Figura 4.7 - Difratograma do Biosilicato® contendo fase secundaria em dois
equipamentos diferentes A (sem anodo rotativo) e B (com anodo rotativo). Por
motivos de segredo industrial, os valores de 20 foram omitidos. ..................... 59
Figura 4.8 - Espectroscopia de Infravermelho para amostras de (a) Bioglass
45S5, (b) Biosilicato® e (c) Biosilicato® contendo a fase secundéria, expostas a
solucéo de SBF durante periodos variando entre 1h e 48h. ..........ccccoevvvvnnnnnn. 61
Figura 4.9 - Espectros de FTIR ampliados para o Bioglass, Biosilicato® e
Biosilicato® contendo a fase secundéria, sem exposicéo ao SBF-KO. ............. 62
Figura 4.10 - Espectros de FTIR para o Bioglass, Biosilicato® e para o
Biosilicato® contendo a fase secundaria, para tempos de exposicdo ao SBF
Variando d€ 4 @ 12N, ....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 64
Figura 4.11 - Distribuicdo do tamanho de particulas do Biosilicato® apds
ProCESS0 08 MOAGEIM. ... ...iiiiiiiiiieee e e e e e ettt e e e e e e e e e e e st e e e e e e e e e s assnabreereeaeeeenaans 65
Figura 4.12 - Porosidade aparente (Pap) em funcdo do tempo de tratamento

térmico, para temperaturas variando entre 800 e 1100°C. ..........cccccceeeeeeeeennnn. 66



Xii

Figura 4.13 - Porosidade aparente (Pap) em funcdo do tempo de permanéncia,
para temperaturas variando entre 975 € 1100°C..........ccoiviiiiiiiiiiiiee e 67
Figura 4.14 - Densidade aparente (Dap) em funcdo do tempo de permanéncia,
para temperaturas variando entre 975 € 1100°C........ccoovvvviiiiiiiiieeeeeeeeeiieene 68
Figura 4.15 - Retracao linear axial em funcdo do tempo de permanéncia, para
temperaturas variando entre 975 € 1100°C........cooiiiiiiiiiiiiie e 69
Figura 4.16 - Retracdo linear diametral em funcéo do tempo de permanéncia,
para temperaturas variando entre 975 € 1100°C........ccoovveviviiiieeeeeeeeeeeiieenn 70
Figura 4.17 - Representacao esquematica do abaulamento lateral em amostra
sinterizada devido a possivel formagéo de fase liquida. ............cccccceeieniinnnne. 71
Figura 4.18 - DSC de amostras sinterizadas isotermicamente a 900°C/1h,
1075°C/1h e 1100°C/1h, e de um scaffold sinterizado a 1075°C/1h de maneira
T TRt IST0] (] 1 ¢ ] o= VTP 71
Figura 4.19 - Imagens obtidas por microscopia ética mostrando a evolucéo da
fase vitrea nas amostras sinterizadas a 1075°C/1h (a), 1075°C/5h (b),

1100°C/1h (C) € 1100°C/5N (). .evrrreeiieeeeeiiiiiiiieie e 72
Figura 4.20 - Distribuicdo do tamanho de particulas dos agentes porogénicos.
......................................................................................................................... 74
Figura 4.21 - Microscopia eletronica de varredura do amido de milho. ............ 75

Figura 4.22 - Microscopia eletronica de varredura do amido de mandioca. ..... 76
Figura 4.23 - Microscopia eletrénica de varredura das microesferas de
o101 113 1] 1T o Lo PRSPPI 77
Figura 4.24 - Microscopia eletronica de varredura dos granulos de negro de
110 .01 TSP SSRRPPURSPRRN 78
Figura 4.25 - Representacdo da composicao das barbotinas..............cccccceeeee. 79
Figura 4.26 - Analises termogravimétricas do naftaleno (a), amido de mandioca
(b), amido de milho (c), microesferas de polietileno (d), negro de fumo (e), do
PVB (f) e da espuma de poliuretano (g). ......ccovvvririiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 82
Figura 4.27 - Imagens dos scaffolds de Biosilicato® obtidos a partir da utilizacdo
do naftaleno como agente porogénico: superficie de fratura (a-d) e embutidos

o] =S T Po =T LoD I (= ) 84



Xiii

Figura 4.28 - Imagens dos scaffolds de Biosilicato® obtidos a partir da utilizagdo
do amido de milho como agente porogénico: superficie de fratura (a-d) e
embutidos em resina ePOXi (€-1). .....cuiuiiiiiiiiiiii e 86
Figura 4.29 - Exemplo de imagem tratada no software Image-J para a
determinacdo da macroporosidade do scaffold...............ccoovvviiiiiiiiiiiiciinieiinns 86
Figura 4.30 - Imagens dos scaffolds de Biosilicato® obtidos a partir da utilizacdo
do amido de mandioca como agente porogénico: superficie de fratura (a-d) e
embutidos em resina €POXi (E-1)...uvveuureiiii e 88
Figura 4.31 - Imagens dos scaffolds de Biosilicato® obtidos a partir da utilizagdo
das microesferas de polietileno como agente porogénico: superficie de fratura
(a-d) e embutidos em resina epPoXi (E-F). ....ueveriieiiiiiiiii e 89
Figura 4.32 - Imagens dos scaffolds de Biosilicato® obtidos a partir da utilizacdo
do negro de fumo como agente porogénico: superficie de fratura (a-d) e
embutidos em resina epoXi (E-F)....cuvveviiiiiiiiiii 90
Figura 4.33 - Frequiéncia acumulada (%) em funcdo da abertura média entre os
canais para scaffolds obtidos atraves do uso de diferentes agentes
[oT0] oo [T oo 0 1= U SEPPPPSPRPN 92
Figura 4.34 — Fuséo e retracao durante a queima do amido de milho (a) e das
microesferas de polietileno (D). ... 93
Figura 4.35 - Imagens do residuo obtido apés a queima do amido de milho... 94
Figura 4.36 - Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) da regido clara (a) e

da regido avermelhada (b) do residuo obtido apds a queima do amido de milho.

Figura 4.38 - Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) do residuo obtido
apos a queima do amido de MAaNAIOCA. .........eeeerrerrrrreeireereeeieeeeereeeeeeeeereeeeeeeee 96
Figura 4.39 - Imagens do residuo obtido ap6s a queima do negro de fumo. ... 97
Figura 4.40 - Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) do residuo obtido
apos a queima do Negro de fUMO.........ccooiii i, 97
Figura 4.41 - Imagem da superficie de fratura (a-f) e secéo transversal dos
scaffolds de Biosilicato® embutidos em resina epéxi (g-h), obtidos a partir do



Xiv

método da réplica. As setas brancas indicam a presenca de células fechadas.



SIMBOLOS E ABREVIACOES

ATG — analise termogravimétrica

A/W — vitroceramica apatita/wolastonita

Dap — densidade aparente

Daps — densidade aparente do scaffold

Dgios — densidade do Biosilicato®

DSC - calorimetria exploratoria diferencial
DRX — difracéo de raios-X

EDS — espectroscopia de energia dispersiva
FTIR — espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
HA — hidroxiapatita

HCA — hidroxicarbonato apatita

Iz — indice de bioatividade

JCPDS - joint committee on powder diffraction standards
LaMaV — laboratério de materiais vitreos

LCE — laboratorio de caracterizacdo estrutural
Lf — comprimento final

Li — comprimento inicial

Ly — comprimento de intercepto médio

L+ — comprimento total

LTC — laboratério de tribologia e compdsitos
M — aumento

MEC — matriz extracelular

MEV — microscopia eletrdnica de varredura
Mi — massa inicial

Mf — massa final

MO — microscopia Gtica

MP - macroporosidade

Ms — massa do scaffold

Ni — numero de interceptos

P. A. — pureza analitica

XV



XVi

Pap — porosidade aparente

PE - polietileno

PF — perda ao fogo

PGA — poliacido glicolico

Pi — peso imerso

PLA — poliacido latico

PPG-CEM — programa de po6s-graduagdo em ciéncia e engenharia de materiais
Ps — peso seco

Prs — porosidade total do scaffold
Pu — peso umido

PU — poliuretano

PVA — poli(alcool vinilico)

PVB — polivinil butiral

RLA — retragéo linear axial

RLD — retracgéo linear diametral

rpm — rotacdes por minuto

SA/V — area superficial por volume de solugéo
SBF — simulated body fluid

T — temperatura

Ty — temperatura de transicao vitrea
TCP — fosfato de tricélcio

Vs — volume do scaffold

ZAS - zircbnia/alumina/silica

o - fracao cristalizada

B - beta

Amed — abertura média dos canais

pL — densidade do liquido

Yogiosilicatos — POrcentagem em massa do Biosilicato® no scaffold



XVii






1. INTRODUCAO

Atualmente muitas lesdes Osseas ndo sdo adequadamente tratadas
porque defeitos 6sseos acima de um tamanho critico ndo podem ser reparados
através do crescimento natural do tecido, sendo necessaria a introducéo de um
enxerto. O enxerto 6sseo é o segundo tecido mais comumente transplantado,
sendo o sangue de longe o primeiro. Mais de 500 mil procedimentos de enxerto
0sseo ocorrem anualmente nos Estados Unidos e 2,2 milhbes em todo o
mundo a fim de reparar lesbes Osseas em ortopedia, odontologia e
neurocirurgia.

Apesar do uso do enxerto autégeno (proveniente do proprio paciente)
ainda ser considerada a melhor estratégia para o tratamento de lesdes, a
pequena quantidade de material disponivel, os riscos de infeccdo e a
necessidade de cirurgias adicionais, tornam a terapia insatisfatéria. Uma
alternativa seria 0 uso de enxertos aldgenos (provenientes de um doador) ou
xenbégenos (provenientes de animais), porém o grande risco de rejeicao e
transmissdo de doencas limitam a utilizacdo destes. Por essas razoes,
enxertos aloplasticos (artificiais), também conhecidos como “scaffolds”, tém
sido desenvolvidos. Os scaffolds sé&o estruturas macroporosas que servem
como matrizes para o0 crescimento do tecido ésseo, auxiliando na sua
regeneracao.

Dentre uma infinidade de materiais utilizados na sintese de scaffolds,
destacam-se alguns vidros que possuem propriedades bioativas, sendo
capazes de se ligar quimicamente a tecidos vivos. Os vidros bioativos possuem
o maior nivel de bioatividade dentre os materiais conhecidos, incluindo as
ceramicas bioativas. Isso significa que estes reagem com os tecidos vivos a
uma taxa mais alta. Por outro lado, os vidros bioativos possuem como
desvantagens a baixa resisténcia mecanica e a baixa tenacidade a fratura.

De forma a contornar o problema relacionado a competéncia mecanica,
foi desenvolvido por nosso grupo de pesquisa (LaMaV) uma vitroceramica do
sistema  Na,O-CaO-SiO,-P,0s denominada Biosilicato®, que possui
propriedades mecéanicas comparaveis as ceramicas e, a0 mesmo tempo, alta

bioatividade. Estas caracteristicas fazem do Biosilicato® um candidato



interessante e desafiador para estimular a regeneracdo 0ssea e sustentar o
novo tecido ésseo formado na forma de scaffolds. Até o presente momento
este material tém sido utilizado apenas no tratamento da hipersensibilidade
dentinaria.

Dentre varias técnicas empregadas para a confeccéo de scaffolds, optou-
se pela utilizacdo de duas: (1) via adicdo de agentes porogénicos e (2) através
do método da réplica. Tendo em vista que a duas técnicas envolvem a
sinterizacdo do Biosilicato®, as melhores condicdes de sinterizacdo
(temperatura e tempo) deste material foram determinadas.

Adicionalmente, um estudo recente realizado por Ravagnani et al. [1]
revelou que quando o Biosilicato® é tratado termicamente a altas temperaturas
(T > 700°C), ocorre o aparecimento de uma fase secundaria ainda nao
identificada. Desta forma, tendo em vista que a sinterizacdo do Biosilicato® tem
inicio em temperaturas superiores a esta, a influéncia da fase secundaria na
bioatividade também foi investigada.

Apesar das propriedades mecanicas serem importantes, o presente
trabalho se limitou a analisar a possibilidade de obtencdo de scaffolds através
das duas técnicas citadas e caracterizar os scaffolds obtidos em relacdo a
porosidade e interconectividade dos poros. Para a determinacéo da distribuicdo
de tamanho de poros e do tamanho médio dos poros dos scaffolds, foi proposta
uma metodologia baseada em conceitos estereoldgicos.

Estdo sendo realizados testes in vitro em cultura de células e testes in
vivo em cooperagdo com o Departamento de Fisioterapia (DFisio) e com o
Departamento de Morfologia e Patologia (DMP) da UFSCar.



1.1. Objetivos

O objetivo principal do presente trabalho é desenvolver “scaffolds” com

porosidade superior a 70% e tamanho médio de poros superior a 200 um, a

partir da sinterizacdo do Biosilicato®. Para isso, outros estudos conjugados

foram desenvolvidos, como 0s seguintes:

Anélise da influéncia da fase secundaria na bioatividade do Biosilicato®;
Comparacéo da bioatividade do Biosilicato® com a bioatividade do Bioglass
- 458S5;

Determinacdo das melhores condicbes de sinterizacdo (temperatura e
tempo) para o Biosilicato®;

Teste de duas diferentes rotas visando a obtencédo de scaffolds: (1) via
adicao de agentes porogénicos e (2) método da réplica.

Caracterizar e testar diferentes agentes porogénicos;

Testar a viabilidade do método da réplica na confec¢éo de scaffolds;
Caracterizar os scaffolds obtidos em relagdo aos seguintes aspectos:
porosidade total e aparente, distribuicdo de tamanho e interconectividade

dos poros.






2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Consideracfes sobre a regeneragdo 6ssea

7

O o0sso € um tecido dindmico e altamente vascularizado que €
remodelado continuamente durante o tempo de vida de um individuo. Ele
cumpre um papel fundamental na locomocédo, garante que o esqueleto tenha
uma adequada sustentacdo mecénica, e atua como um invélucro protetor para
os delicados 6rgaos internos do corpo. Adicionalmente a estas funcdes
estruturais, o tecido 0sseo esta intimamente ligado a homeostase através do
armazenamento de ions calcio e fosforo, e regulacdo da concentracdo de
eletrdlitos importantes no sangue [2].

Distintas condigbes de solicitagdo influenciam o desenvolvimento de
estruturas 6sseas com formas, propriedades mecanicas e distribuicdes
espaciais cuidadosamente dimensionadas. Mais de 206 diferentes tipos de
0Ss0s constituem o esqueleto humano, variando de ossos longos encontrados
em nossos membros, 0ssos pequenos no punho e tornozelo, e 0Ssos
achatados do esterno e cranio, até ossos irregulares como a pélvis e as
vértebras. O tecido 6sseo € ordenado em um padrdao compacto (0sso cortical)
ou em um padrdo “esponjoso” (osso trabecular) [3]. Assim como todos os
orgdos do corpo, o tecido 6sseo possui estrutura altamente complexa e uma
organizacdo hierarquica que alcanca muitas ordens de grandeza da macro-
escala (centimetros) até componentes nanoestruturados. Como pode ser visto
na Figura 2.1, a matriz extracelular é constituida por componentes organicos
ndo-mineralizados (predominantemente colageno do tipo 1) e um componente
inorganico mineralizado, composto por cristais de hidroxiapatita (HA) na forma
de placas, com aproximadamente 4 nm de espessura [2].

A estrutura formando uma espécie de nanocomposito (uma matriz
composta por fibras de colageno tenazes e flexiveis, reforgcada por cristais de
HA) é fundamental para a alta resisténcia a compresséo e a alta tenacidade a
fratura do 0sso.

O o0sso0 possui uma alta capacidade regenerativa e a maioria das

fraturas é curada sem a necessidade de uma maior intervengéo, especialmente



em individuos jovens. Apesar disso, defeitos 0sseos acima de um tamanho
critico, como o0s observados depois da remocgdo de tumores, requerem
intervencao cirdrgica e a introducdo de um enxerto para que a regeneracao

ocorra de forma orquestrada.
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Figura 2.1 - Organizacao hierarquica simplificada do tecido Osseo para

diferentes escalas de comprimento [2].

Enxertos 6sseos também sado frequentemente necessarios no caso de
neoplasia 6ssea, estabilizacdo de segmentos da coluna espinhal e, de maneira
mais geral, em cirurgias ortopédicas, maxilofaciais e craniofaciais.

O tamanho do defeito critico pode variar com o tipo do osso, idade e
estado nutricional do individuo. Contudo, estima-se que este seja da espessura
do osso cortical.

Atualmente, a melhor estratégia para o tratamento destas lesdées € 0 uso
de um procedimento chamado “transplante aut6logo”, que envolve a remocao

de uma pequena parte de um osso “doador” situado em um local de baixa



solicitacdo mecanica no proprio paciente (tipicamente um local de facil acesso
como a crista do osso iliaco) e o transplante até o local do defeito. Embora
apenas uma pequena fracdo das células transplantadas com o0s segmentos
desvascularizados do enxerto sobrevivam, estas contribuem de maneira
decisiva para a regeneracao 6ssea [4].

O transplante do enxerto autégeno (do proprio paciente) possui o melhor
resultado clinico uma vez que ele exibe compatibilidade com o osso hospedeiro
e evita complicacdes relacionadas a transmissdo de doencas ou resposta
imune, como é o caso dos enxertos alégenos (provenientes de um doador) e
xendgenos (provenientes de uma fonte animal). Contudo, seu uso € limitado
pela pequena quantidade disponivel para retirada e pela consideravel necrose
do local doador [5-6]. Além disso, a retirada do enxerto autdgeno esta
associada a 8,5 - 20% das complicacdes poés-cirurgicas, incluindo formacéo de
hematomas, perda de sangue, lesdo de nervos, formacgéo de hérnia, infecgéo,
leséo arterial, instabilidade pélvica, defeitos cosméticos e algumas vezes dor
cronica no local doador [7].

Por estas razdes, enxertos aloplasticos (produzidos a partir de materiais
sintéticos), também conhecidos como “scaffolds”, estdo sendo desenvolvidos
com o intuito de estimular a regeneracdo 0ssea e fornecer suporte para 0 novo
tecido 0sseo formado. Muitos materiais vém sendo testados nas ultimas duas
décadas, de forma a suprir a necessidade de substituicdo dos enxertos
autdgenos e alégenos. Geralmente, estes consistem em ceramicas bioativas,
vidros e vitroceramicas bioativos, polimeros naturais e sintéticos, ou ainda,

compositos destes [2].

2.2. Scaffolds

“Scaffolds” s&o estruturas tridimensionais macroporosas que atuam
como matrizes temporarias, proporcionando um ambiente e arquitetura
especificos para o desenvolvimento e regeneracdo do tecido 0sseo. Os
scaffolds devem favorecer a fixacdo celular, o crescimento e a diferenciacéo

destas células. ldealmente, os scaffolds devem ser desenvolvidos para



degradar de forma lenta apds a implantacdo no paciente e serem substituidos
gradualmente pelo novo tecido formado.
Um scaffold ideal deve satisfazer varios critérios para atuarem de forma

efetiva na regeneracéo 6ssea [8, 9, 10, 11, 12]:

» Ser produzido a partir de um material bioativo e reabsorvivel,

» Possuir excelente osteoconducdo, ou seja, capacidade de permitir a
migracdo, aderéncia e proliferacdo das células, dando seqiiéncia a
sintese da matriz 6ssea;

» Apresentar osteoinducéo, ou seja, ser capaz de induzir a formacao do
tecido 6sseo diretamente a partir de osteoblastos;

» Possuir estrutura altamente porosa e interconectada (porosidade > 70%,
com poros interconectados > 200 pum);

» Apresentar propriedades mecéanicas adequadas (0 mais préximo
possivel do osso hospedeiro);

» Poder ser fabricado em formas complexas e irregulares.

Outra caracteristica desejavel seria a opacidade ao raio-X diferente da do
0sso, de forma a permitir uma distincdo radiogréfica entre o scaffold implantado
e 0 novo tecido formado.

Até o presente momento, ndo existe um scaffold que satisfaca todos estes
critérios. Os vidros e vitroceramicas bioativos podem satisfazer os trés
primeiros critérios descritos acima: apresentam excelente bioatividade,
osteoconducdo e osteoinducdo. Estas vantagens o0s tornam materiais
promissores para a fabricacédo de scaffolds. No caso do Biosilicato®, existe a
possibilidade de obtencdo de scaffolds com melhores propriedades mecéanicas
em relacéo ao Bioglass®.

Estas caracteristicas ideais sdo mais bem esclarecidas nos itens que
seguem (2.2.1 - 2.2.5).

2.2.1. Materiais bioativos e reabsorviveis

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com o tipo de

interacdo que apresentam com os tecidos vivos. Nenhum material implantado



em tecidos vivos € inerte e todos induzem um tipo de resposta do tecido em

sua superficie [13]. Desta forma, os biomateriais podem ser classificados como:

> Toxicos;
> Biologicamente proximos a inerte;
> Bioativos;

> Reabsorviveis.

Obviamente, qualquer material implantavel deve evitar a resposta toxica
que mata as células nas suas vizinhancas ou a liberagdo de quaisquer
substancias toxicas que possam migrar para os fluidos dos tecidos vivos e
causar um dano sistémico no paciente.

A resposta mais comum dos tecidos a um implante é a formacao de uma
capsula fibrosa ndo aderente. Esse tecido fibroso atua como uma espécie de
parede que isola o implante do tecido hospedeiro. E um mecanismo de
autodefesa do organismo que, com o passar do tempo, envolve completamente
o implante. Os metais e a maioria dos polimeros produzem este tipo de
resposta interfacial.

Ceramicas como a alumina e a zircbnia, da mesma maneira que 0S
metais e as maiorias dos polimeros, também provocam o desenvolvimento de
um tecido fibroso na interface. A baixa reatividade quimica da alumina e da
zirconia resulta em uma camada fibrosa muito fina e de maior estabilidade. Os
metais, como 0 aco e o titdnio, apresentam maior reatividade do que as
ceramicas inertes e desenvolvem uma capsula fibrosa mais espessa, que
possui resisténcia mecanica inferior e aumenta a probabilidade de
movimentacdo da interface do implante durante a solicitacdo, e em grande
parte dos casos leva a falha clinica do implante causada pela perda de
aderéncia [13].

Os materiais bioativos sdo aqueles que em contato com o tecido vivo, se
ligam quimicamente a este através da formagdo de uma camada de
hidroxicarbonato apatita (HCA) biologicamente ativa na sua superficie, que
promove uma ligacdo quimica extremamente forte entre o tecido e o implante.

Esta camada interfacial imita o tipo de interface que é formada pelos processos
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naturais de reconstrucao dos tecidos e € quimica e estruturalmente equivalente
a fase mineral do osso.

Se a cinética das reacdes na interface bioativa for suficientemente rapida,
o implante se “dissolve” ou € “reabsorvido” e o tecido gerado pelos processos
naturais substitui gradativamente o implante, ocorrendo a reconstrucdo do
tecido degenerado. Os materiais que apresentam este tipo de resposta sao
designados de reabsorviveis. Os materiais reabsorviveis devem ter uma
composicado que possa ser facilmente degradada pelos fluidos corporeos ou
digerida pelas células do tipo macrofagos. Os produtos da degradacdo devem
ser compostos quimicos ndo téxicos e facilmente expelidos pelo corpo. No
caso especifico de scaffolds, sua reabsor¢cdo deve ocorrer a mesma taxa na

qual o novo tecido é formado [14].

2.2.2. Osteoconducéo e osteoinducgéo

Os materiais bioativos podem apresentar osteocondugcdo e/ou
osteoinducdo. A osteoconducdo ocorre quando o material exibe
compatibilidade biolégica que permite a migracdo do tecido 6sseo sobre o
material na interface material-tecido. A osteoinducdo é o processo no qual o
material estimula a osteogénese, ou seja, o crescimento de células 6sseas fora
da interface material/tecido. Desta forma, os materiais bioativos sédo divididos
em duas classes, A e B. Os materiais bioativos classe A apresentam
simultaneamente osteoconducé&o e osteoinducédo, sendo 0s que apresentam
maiores niveis de bioatividade. Nesta classe encontram-se os vidros bioativos
como é o caso do Bioglass®, que é capaz de estimular o crescimento do tecido
0sseo sem a necessidade de incorporacdo de agentes biologicos [9]. Os
materiais bioativos classe B apresentam somente osteoconduc¢éo [15]. Nesta
classe encontram-se as ceramicas de fosfato de tricalcio (B-TCP) e de

hidroxiapatita (HA) e vitroceramicas comerciais como Ceravital® e A/W®.

2.2.3. Aimportancia da porosidade

A porosidade é outra caracteristica de grande relevancia para os
scaffolds. As estruturas ideais devem ser altamente porosas e formadas por
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uma rede de poros interconectados; estes poros devem ser grandes o
suficiente para permitir crescimento do tecido 6sseo e sua vascularizacao,
garantindo o fluxo de nutrientes e residuos através do scaffold.

A mesoporosidade e a rugosidade da parede dos poros também sé&o
importantes para a osteogénese, uma vez que estas caracteristicas favorecem
a adesdo de proteinas, a fixacdo e a proliferagdo das células. Adicionalmente,
a superficie porosa favorece a fixacdo mecanica entre o scaffold e o tecido
0sseo presente ao redor deste [16-17].

Quando os poros ndao possuem tamanho adequado, as células ésseas
ndo podem migrar para o interior do scaffold devido a falta de nutrientes e
oxigénio, e a insuficiente remocdo dos residuos. Além disso, a rapida
colonizacéo por osteoblastos e a consequente mineralizacdo da superficie do
scaffold, podem atuar como uma barreira efetiva para a difusdo de oxigénio e
nutrientes para o interior do scaffold [18]. Desta forma, as células capazes de
sobreviver seriam apenas aquelas préoximas a superficie. Deve ser ressaltado
que nenhum tipo de célula, excetuando-se os condrocitos, € capaz de se
desenvolver a uma distancia maior do que 25 — 100 um do suprimento de
sangue [19-20].

Apesar da importancia, ndo ha um consenso na literatura em relacédo a
porosidade total, tamanho de poros ou distribuicdo de tamanho de poros ideais.
Em geral, é bem aceito que os poros devem possuir ao menos 200 um, para
garantir a vascularizacao até a regido central do scaffold [10, 12, 21]. Segundo
Vaccaro [22], o tamanho 6timo estaria na faixa de 150 — 500 um, o que seria
comparavel ao tamanho de vasos sanguineos e osteoblastos, e com uma
porosidade total maior do que 50 - 60% em volume.

Segundo Freyman et al. [23] e Hutmacher [24], o tamanho dos poros deve
estar na faixa de 400 - 500 um, com uma porosidade superior a 90% em
volume. Salgado et al. [11] admite como sendo Otima uma distribuicdo de
tamanho de poros mais larga, situando-se entre 200 e 900 um. De maneira
similar, Chen et al. [8] e Jones et al. [9] consideram como ideal uma distribuic&o

de tamanho de poros na faixa de 300 - 600 um.
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Holly et al. [25] apresentaram um conceito diferente. Os autores acreditam
que a regeneracdo Ossea sera alcancada somente quando a estrutura
interconectada possuir poros com tamanhos variando na faixa de 1,2 - 2 mm.
Esta dltima abordagem possui vantagens evidentes devido a alta razao
superficie/volume, o que facilitaria o crescimento de células e vasos
sanguineos. Contudo, estas caracteristicas afetam de forma drastica as
propriedades mecanicas dos scaffolds.

2.2.4. Propriedades mecanicas dos scaffolds

Na literatura tém sido reportado com freqiiéncia que, uma vez que 0 0SSO
esta continuamente sob solicitagdo, as propriedades mecéanicas do scaffold
devem ser similares ao do 0sso onde este serd implantado, de forma que a
mobilizacdo do local lesionado possa ocorrer 0 mais cedo possivel [26-27].

Existem muitas publicacdes tratando das propriedades mecéanicas do 0sso
trabecular, que foram revisadas por Cowin [28]. De acordo com este autor, as
propriedades mecéanicas das trabéculas no osso trabecular sdo proximas as do
0sso cortical. Valores tipicos sdo: 12 GPa para o moédulo elastico, 136 MPa
para a resisténcia a compressao e 105 MPa para a tenséo de tracdo. Por outro
lado, a resisténcia a compressdo do 0sso trabecular (ndo das trabéculas) é
mais baixa, situando-se na faixa de 0,2 — 4 MPa, quando a densidade relativa é
de aproximadamente 0,1 [29].

Na opinido de Logeart-Avramoglou et al. [30], a alta resisténcia mecéanica
nao deve ser encarada como uma prioridade, uma vez que “a fungao principal
do scaffold é estimular o crescimento do tecido 6sseo em seu interior e ndo
prover suporte para a solicitagdo mecanica”. Segundo o autor, quando
necessaria, a estabilidade mecéanica pode ser alcangcada, na maioria dos casos,
através de dispositivos ortopédicos apropriados como pinos internos e
intramedulares, ou entdo fixadores externos.

Adicionalmente, Tamai et al. [31] reportaram que resisténcia a
compressao de scaffolds de HA aumenta significativamente (por exemplo, de ~
10 para ~ 30 MPa) devido ao crescimento do tecido 6sseo in vivo. Desta

forma, tem sido especulado também que a obtencdo de um scaffold com uma
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resisténcia mecanica semelhante a do 0sso nao deve ser necessaria, pois a
formacdo do tecido 6sseo in vivo no interior deste criaria um biocomposito,
aumentando significativamente a resisténcia do scaffold com o tempo [21].

Um scaffold, contudo, deve possuir ao menos uma resisténcia mecanica e
tenacidade a fratura suficientes para permitir que este seja adequadamente
manuseado. De acordo com Chen et al. [32], uma resisténcia mecanica entre

0,3 - 0,4 MPa é suficiente para um manuseio satisfatorio do scaffold.

2.2.5. Fabricacdo de formas complexas

O material a partir do qual o scaffold sera fabricado deve ser usinavel ou
entdo poder ser fabricado diretamente em formas complexas, ou seja, ser
prontamente produzido em formas irregulares para se adequarem as
dimensdes do defeito 6sseo de cada paciente.

O método de producdo dos scaffolds deve ser reprodutivel e permitir a
producdo em escala (“scale-up”) da tecnologia desenvolvida [33-34].

O crescente interesse em técnicas de prototipagem rapida para a
fabricacdo de scaffolds ocorre principalmente devido ao fato de que esta
técnica permite a construcdo de scaffolds usando dados manipulados por
computador. Por exemplo, implantes individualizados para um defeito 0sseo
especifico podem ser gerados atraves de dados de tomografia
computadorizada do paciente.

No entanto, as técnicas de prototipagem rapida tém sido tradicionalmente
aplicadas em sistemas poliméricos. Além disso, a resolucdo estrutural
alcancavel na prototipagem rapida até o presente momento ndo é suficiente
para imitar com precisdo uma estrutura complexa como a do 0sso trabecular
[35].

2.3. Obtencéo de scaffolds: o estado da arte

Os scaffolds podem ser fabricados a partir de inimeros tipos de materiais,
incluindo metais, polimeros, ceramicas, ou ainda, compdsitos destes. Os acos

inoxidaveis e as ligas de titanio sdo os materiais que usualmente consistem a
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base dos implantes metalicos usados para regeneracdo Ossea. Estes sao
geralmente constituidos de duas camadas, sendo a parte interna de metal
sélido, enquanto que particulas de titdnio formam um recobrimento superficial
poroso. A espessura da camada porosa pode variar de poucos nanémetros até
centenas de microns, dependendo da técnica de fabricacao [21].

Diferentes técnicas tém sido empregadas para a preparacdo do
recobrimento poroso incluindo “plasma-spraying”, no caso de implantes com
porosidade na faixa de 50-60% e tamanho de poros variando entre 200 e 400
um [36], e sinterizacdo, no caso de implantes com 35% de porosidade e
tamanho de poros variando entre 50 e 200 um [37]. Outras técnicas incluem
usinagem, ataque quimico e jateamento, mas resultam em poros muito
pequenos [37]. Exemplos de scaffolds metalicos completamente porosos sao
as malhas de titanio com porosidade de 86% e tamanho médio de poros de
aproximadamente 250 um, que foram utilizadas em testes in vivo na reparagéo
de defeitos craniais [38-39]. A maior vantagem dos metais em relacdo aos
outros tipos de materiais é a sua excelente resisténcia mecéanica. Todavia, 0s
metais possuem como principal desvantagem o fato de serem quase inertes,
ou seja, ndo sdo capazes de se ligar ao tecido 0sseo ou promover sua
regeneracao. Além disso, h4 riscos de toxidez relacionados a acumulacdo de
ions metélicos [40].

No caso dos polimeros, muitos métodos tém sido desenvolvidos para
gerar scaffolds altamente porosos, incluindo “fiber bonding”, colagem de
solvente/lixiviagdo de material particulado (“solvent casting/particulate
leaching”), “gas-foaming”, “freeze-drying” e separacdo de fases seguida de
emulsificacdo [24]. Uma grande desvantagem destes materiais quando
implantados, contudo, é a excre¢do de produtos da degradacdo acida que
podem levar a respostas inflamatérias [14, 26, 41-42].

Outra limitacdo é a auséncia de bioatividade, o que significa que estes
polimeros ndo permitem a fixacdo do tecido 6sseo em sua superficie [43]. Além
disso, todas estas técnicas requerem o uso de solventes organicos, que podem

reduzir a habilidade das células em formar novos tecidos in vivo [14].
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De acordo com Colombo [44] e Studart et al. [45], dentre as varias
técnicas de obtencdo ceramicas macroporosas encontradas na literatura,
destacam-se trés: (a) o método da adi¢céo e eliminacdo de agentes porogénicos
(“sacrifical template method”); (b) a técnica da réplica (também conhecida como
“polymer sponge method”) e (c) e a técnica conhecida como “direct foaming”.

A primeira técnica (a) usualmente consiste na preparacdo de um
compdésito bifasico contendo uma matriz continua de particulas ceramicas
precursoras e uma fase de sacrificio dispersa homogeneamente na matriz, que
€ posteriormente extraida para gerar poros na microestrutura. Camilo [46]
obteve scaffolds de alumina infiltrados com hidroxiapatita e Bioglass® através
desta técnica. Inicialmente, a autora preparou uma barbotina contendo alumina
e particulas de sacarose dispersas. Apds a secagem da barbotina, o p6 obtido
foi prensado isostaticamente na forma de pastilhas. As pastilhas foram imersas
em agua para a remocao da sacarose e posteriormente sinterizadas a altas
temperaturas (~ 1400°C). Scaffolds com aproximadamente 70% de porosidade
e resisténcia mecanica relativamente alta foram obtidos. Utilizando
procedimento similar, Monaretti [47] obteve scaffolds de alumina utilizando o
naftaleno como agente porogénico ao invés da sacarose.

A técnica da réplica (b) consiste na imersdo de uma espuma em uma
barbotina contendo o material de interesse, ou seja, as particulas cerédmicas.
Em seguida o corpo a verde passa por um processo de queima, onde ocorre a
eliminacéo do polimero e a sinterizacdo do po. Através desta técnica, Ramay et
al. [48] produziram scaffolds de hidroxiapatita com porosidade variando entre
70-77%, sendo que 0s poros apresentavam tamanhos variando entre 200 e
400 pm.

No caso do método de “direct foaming” (c), materiais porosos sao
produzidos através da incorporacdo de gases e/ou surfactantes em uma
suspensao, que € subsequentemente ajustada para manter a estrutura de
bolhas formada. Na maioria dos casos, as espumas consolidadas sao
sinterizadas a altas temperaturas. Ebaretonbofa et al. [49] obtiveram scaffolds
de hidroxiapatita altamente porosos (porosidade > 90%) através deste método,
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porém, com baixa resisténcia mecanica (0,2 MPa) e poros pobremente
interconectados.

Tancred et al. [50] descreveram um novo processo de obtencdo de
scaffolds, onde uma barbotina composta de hidroxiapatita (HA) e fosfato de
tricalcio (TCP) é depositada em um molde negativo de cera. Apds a secagem,
a cera é removida e o scaffold ceramico é queimado. Este método permitiu a
obtencdo reprodutiva de estruturas com porosidade similar ao do 0sso
trabecular.

Como a maioria das ceramicas baseadas em fosfatos de calcio (HA, TCP,
B-TCP, etc.) geralmente apresenta uma lenta cinética de ligagdo ao tecido
0sseo e baixa taxa de reabsorcéo, scaffolds obtidos a partir de vidros bioativos
tornaram-se uma alternativa promissora. Scaffolds de vidros bioativos tém sido
fabricados apenas a partir de técnicas sol-gel, “gel-casting” e “direct foaming”
[51-52].

Sepulveda et al. [53] obtiveram scaffolds através da adicdo de agentes
espumantes durante a preparacéo via sol-gel de vidros, usando precursores
alcéxidos. Trés sistemas foram testados a fim de verificar a aplicabilidade desta
rota de fabricacdo: SiO,, SiO,-CaO e SiO,-Ca0-P,0s. Foram obtidos scaffolds
cilindricos de 25 x 20 mm contendo poros interconectados de 100-500 um e
poros nanométricos na faixa de 2-50 nm, inerentes ao processo sol-gel.

Navarro et al. [17] descreveram um método de obtencdo de vidros e
vitroceramicas porosas do sistema P,0s5-CaO-Na,O-TiO,. O método consiste
na adicdo de um agente espumante (H,O,) em uma suspensao de particulas
de vidro, seguida da secagem da suspensdo e subseqiente sinterizacdo da
estrutura porosa obtida.

Apenas recentemente, a técnica da réplica foi utilizada por Boccaccini et
al. [8] para a fabricacdo de scaffolds a partir do Bioglass®. Através desta
técnica, os autores conseguiram obter com sucesso estruturas altamente
porosas, com porosidade de aproximadamente 90% e poros com diametro na
faixa de 510-720 um.
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2.4. Vidros e vitroceramicas: candidatos potenciais

Em 1969 Hench [54] descobriu que os tecidos 6sseos podiam se ligar
quimicamente a certos tipos de vidros. Este grupo de vidros tornou-se
conhecido como vidros bioativos baseado na seguinte definicdo: “O material
bioativo é aquele que exibe uma resposta bioldgica especifica na interface que
resulta na formacdo de uma ligacdo quimica entre os tecidos vivos e o
material”.

Um importante aspecto que torna os biovidros diferentes das demais
bioceramicas € a possibilidade de controlar, dentro de uma determinada faixa
de composicdo, as propriedades quimicas e a taxa de ligagdo aos tecidos.
Wilson et al. [55] verificaram que a composicdo mais reativa dos biovidros
desenvolve uma ligacdo estavel inclusive com os tecidos macios do corpo
humano. Isto possibilita projetar composi¢cdes de vidros com propriedades
especificas para uma aplicacao clinica particular.

A ligacdo entre um vidro bioativo e o tecido 6sseo foi primeiramente
observada em composi¢cbes que continham SiO,, Na,O, CaO e P,0Os em
proporcbes especificas. Existem trés caracteristicas composicionais
importantes nos vidros bioativos: concentracdo de SiO, menor que 60% em
mol, alta concentracdo de Na,O e CaO e elevada razdo CaO/P,0s. Além
destes componentes basicos, existem composi¢cdes que apresentam outros
componentes adicionais, tais como: K,O, MgO, Al,O3, B,O3 e CaF, [13, 56-57].

A composicdo do vidro bioativo determina a cinética das reacfes do vidro
com os tecidos. Quando um biovidro entra em contato com os fluidos
corpéreos, ocorre primeiramente a lixiviagdo dos cations Na® e K' e sua
substituicdo na estrutura do vidro por cations H" ou H3O" do fluido (estagio I).
Isto causa um aumento do pH local provocando a ruptura das ligacées Si-O-Si
e a silica é liberada na solugédo na forma de Si(OH), (estagio I). Se o pH local
for menor que 9,5 ocorre condensacao do Si(OH), e a silica se repolimeriza na
superficie do vidro, formando uma camada de silica-gel (estagio IlI).

A estrutura aberta da silica-gel permite que a troca ibnica entre o vidro e a
solugdo continue ocorrendo. lons célcio e fosfato se difundem a partir do vidro
pela camada de silica-gel e somando-se aos ions célcio e fosfato da solucéo,



18

formam sobre a superficie do vidro uma camada de fosfato de calcio amorfa
(estagio 1V). Apbs o0 aumento de espessura das camadas de silica-gel e fosfato
de calcio amorfas, esta Ultima passa a incorporar ions hidroxil, carbonato e
fldor, e inicia a sua cristalizacdo em HCA (estagio V) [13, 15, 58].

As diferencas na taxa de adesdo ao tecido podem ser estimadas
quantitativamente através do indice de Bioatividade (Ig), e assim & possivel
comparar a cinética de ligacéo interfacial de dois materiais distintos. O indice
de bioatividade de um biomaterial pode ser definido como o inverso do tempo
para que mais de 50% da interface esteja ligada as células do tecido vivo: Ig =
100/tp5 (tempo em dias). As células do coldgeno, constituintes dos tecidos
macios, podem aderir fortemente a vidros bioativos que apresentem Ig > 8.
Neste caso, as fibrilas do colageno entremeiam na interface pelo crescimento
da camada de HCA. Estes aglomerados de HCA-coldgeno mimetizam a
natureza da ligacédo entre tenddes e ligamentos, compostos inteiramente por
fibrilas do coldgeno, e o o0sso, o qual é composto por cristais de HCA e
colageno [13, 55].

A Figura 2.2 ilustra o indice de bioatividade dos vidros do sistema Na,O-
Ca0-P,05-SiO, com uma concentragdo em peso fixa de 6% de P,Os [58]. E
possivel notar que, para composi¢cdes no interior da regido tracejada, o indice
de bioatividade €é superior a 8.

Os vidros bioativos sdo capazes de se ligarem mais rapidamente ao
tecido 6sseo do que as ceramicas bioativas, como a hidroxiapatita. A razéo
para isso tem sido longamente relacionada a taxa de formacdo da camada
superficial de HCA; quanto maior for a taxa de formacdo da HCA, mais
rapidamente o material se ligara ao tecido 6sseo [9].

O mecanismo de osteoinducédo, todavia, parece ser mais complicado.
Conforme um biovidro degrada, ions como silicio (na forma de &cido silicico),
calcio, sbdio e fosfatos séo liberados no meio fisioldgico. Acredita-se que uma
combinacdo destes ions estimula células a produzir novo tecido 0Osseo,
especialmente os ions célcio e silicio [59]. Estudos de biologia molecular tém
mostrado que sete familias de genes envolvidos na osteogénese sao

estimuladas pelos produtos de dissolu¢éo dos vidros bioativos [60].



19

CaO

N320

lg = Indice de Bioatividade

Figura 2.2 - Diagrama do sistema Na,O-CaO-P,0s5-SiO, com uma
concentracdo em peso fixa de 6% de P,0s, mostrando a regido com indice de

bioatividade superior a 8 [58].

Entretanto, as maiores desvantagens dos biovidros sdo a baixa
resisténcia mecéanica e a baixa tenacidade a fratura. No sentido de melhorar o
desempenho mecanico, materiais vitroceramicos tém sido desenvolvidos [15].
As vitroceramicas sdo materiais produzidos a partir da cristalizacdo controlada
de vidros, podendo apresentar propriedades térmicas, quimicas, biologicas e
dielétricas diferenciadas, podendo ser superiores aos metais e polimeros
organicos nestas areas. Além disso, os materiais vitroceramicos geralmente
apresentam propriedades mecanicas superiores aos vidros precursores. A
grande variedade de composicOes e a possibilidade de desenvolvimento de
microestruturas especiais devem ser destacadas. Uma vitroceramica pode ser
altamente cristalina ou conter uma quantidade substancial de vidro residual,
podendo ser composta de uma ou mais fases cristalinas e vitreas.

Peitl [15] comprovou que a cristalizacdo de vidros com composicées
quimicas préximas & do Bioglass® possibilitou a elevacdo da resisténcia

mecanica em até 2,8 vezes em relagdo ao vidro, passando de 76 para 214
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MPa. Este valor € similar ao da vitroceramica A/W, a de melhor desempenho
mecanico dentre as vitroceramicas comerciais. A tenacidade a fratura também
aumentou na ordem de 40% com a cristalizacao, devido a presenca de tensdes
residuais entre os cristais e a matriz vitrea. Por outro lado, o0 mddulo elastico
também aumentou, o que seria uma desvantagem. Contudo, o valor ainda é o
mais préximo do tecido 6sseo quando comparado as demais vitroceramicas
comerciais.

Um estudou demonstrou que a cristalizacdo diminui o nivel de
bioatividade, podendo transformar um vidro bioativo em um material inerte [61].
Entretanto, Peitl et al. [62-63] encontraram resultados opostos. Segundo Peitl, a
cristalizacdo diminui ligeiramente a cinética de formagédo da camada de HCA,

porém sua formacao nao € inibida, mesmo para vidros totalmente cristalizados.

2.5. O Biosilicato®

O Biosilicato® é uma designacdo de uma composicdo em particular de
um conjunto de vitroceramicas totalmente cristalinas do sistema Na,O-CaO-
SiO,-P,0s5, que apresentam propriedades bioativas. Este material foi
especialmente desenvolvido para a utilizagdo no tratamento da
hipersensibilidade dentinaria [64-65]. Desde 2003, o Biosilicato® tem sido
utilizado com sucesso em testes clinicos [66-67].

Em um recente estudo [68], o Biosilicato® e o Bioglass® foram submetidos
a uma cultura osteogénica de células 6sseas com a finalidade de avaliar
comparativamente suas propriedades. Foi observado que, embora ambos os
materiais tenham suportado osteogénese in vitro, areas significativamente
maiores de matriz Ossea calcificada foram formadas na superficie do
Biosilicato®. Os autores sugeriram ainda que estes resultados indicam que o
Biosilicato® é um material osteoindutor, possuindo um nivel de bioatividade
maior do que as vitrocerdmicas de apatita comerciais. Esta caracteristica,
aliada as boas propriedades mecanicas, torna o Biosilicato® um candidato

potencial para o desenvolvimento de scaffolds para uso como enxerto 6sseo.
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2.6. Produtos comercialmente disponiveis

Tendo em vista a crescente necessidade clinica, o0 mercado para 0s
tratamentos baseados em biomateriais para ortopedia esta aumentando a uma
rapida taxa. Enquanto os materiais para a implantacdo eram desenvolvidos
para serem inertes, cientistas de materiais direcionaram seus estudos para o
desenvolvimento de materiais deliberadamente bioativos, os quais interagem
com moléculas bioldgicas ou células e sdo capazes de regenerar tecidos. Um

grande numero de alternativas tornou-se comercialmente disponivel para uso

ortopédico.
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Figura 2.3 - Vendas de enxertos 6sseos e produtos relacionados nos EUA [69].

E estimado que mais de 500 mil procedimentos de enxerto sseo sejam
realizados anualmente nos EUA. Estes numeros superam a marca de 2
milhdes em todo o0 mundo e crescem a cada ano, promovendo um déficit na
disponibilidade de enxertos autégenos e aldégenos, tradicionalmente utilizados
nos procedimentos de reconstrucdo Ossea. Esta realidade estimulou o
interesse das empresas no fornecimento de materiais para enxerto 6sseo, um
mercado que vem crescendo a cada ano, chegando a movimentar 1,5 bilhdes
de ddlares nos EUA no ano de 2007 (Figura 2.3).
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Atualmente, um grande numero de produtos estd comercialmente
disponivel. Os scaffolds variam em composi¢cdo e mecanismo de acado, entre
outras caracteristicas especificas. Grande parte dos produtos é comercializada
apenas na forma de granulos, dada a dificuldade em se obter pecas
macroporosas. Dentre os principais materiais ceramicos comercializados na

forma de scaffolds destacam-se:

e Fosfato de Tricalcio (B-TCP)

Entre as ceramicas de fosfato de tricalcio encontramos o produto
Cerasorb®, ChronOs™ e o produto Vitoss®. O produto Cerasorb® da empresa
Curasan (Figura 2.4 — a) é composta por granulos na faixa de 1 - 4 mm, com
porosidade total de 65% e larga distribuicdo de tamanho de poros, variando
entre 5 e 500 pm [70]. O produto ChronOs™ da empresa Synthes (Figura 2.4 —
b) é vendido na forma de granulos ou blocos [71]. O produto Vitoss® da
empresa Orthovita pode ser encontrado na forma de granulos ou tiras com
porosidade de 90%, sendo o scaffold ceramico de maior porosidade existente

no mercado [72].

(@ (b) ()

Figura 2.4 - Cerasorb® (a), ChronOs™ (b) e Vitoss® (c) sdo scaffolds

produzidos a partir de fosfato de tricalcio.
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o Hidroxiapatita (HA)

Entre os scaffolds produzidos a partir de hidroxiapatita, encontramos o
produto Bio-Oss® da empresa Geistlich, o produto Cerabone® da empresa aap
Implantate AG e o produto Bonefill da empresa Bionnovation. O produto Bio-
Oss® (Figura 2.5 — a) é produzido a partir do 0sso bovino e comercializado na
forma de granulos de 0,25 a 1 mm ou blocos de 0,3 cm®. Estes blocos s&o
formados pela wunido de granulos com colageno suino purificado
(aproximadamente 10% em peso) [73]. O produto Cerabone® (Figura 2.5 — b) é
encontrado na forma de granulos ou blocos de até 20 x 20 x 40 mm, com poros
variando entre 100 e 1500 pum [74]. O produto Bonefill® da empresa brasileira
Bionnovation é produzido a partir do osso bovino desmineralizado, também

sendo comercializado na forma de granulos (Figura 2.5 — c) [75].

Bio-0ss'spangiosa block

() (b)

i

(©)

Figura 2.5 - Bio-Oss® (a), Cerabone® (b) e Bonefill® (c) s&@o scaffolds

produzidos a partir de hidroxiapatita.
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e HA/B-TCP

O produto ReproBone™ da empresa Ceramisys (Figura 2.6 — a) é
composto por 60% de hidroxiapatita e 40% de fosfato de tricalcio [76]. E
comercializado na forma de pequenos blocos com porosidade acima de 80%
ou granulos de 1 a 4 mm. O produto Osteosynt® da empresa mineira Einco
também é composto pela bioceramica bifasica HA/B-TCP. Este produto é
comercializado nas mais variadas formas como granulos, esferas, blocos,
cunhas, ente outras (Figura 2.6 — b) [77]. O produto GenPhos® da também
brasileira Baumer (Figura 2.6 — c) é composto por 70% de HA e 30% de B-TCP,

sendo comercializado na forma de granulos [78].

e CRramisys
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Figura 2.6 - ReproBone™ (a), Osteosynt® (b) e GenPhos® (c) s&o scaffolds

produzidos a partir da ceramica bifasica HA/B-TCP.
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e Bioglass®

O produto NovaBone® da empresa americana homénima (Figura 2.7) é
produzido a partir do Bioglass® - 45S5, que possui o maior nivel de bioatividade
dentre todos o0s materiais conhecidos. Atualmente, este produto é
comercializado apenas na forma de granulos [79].

Figura 2.7 - O produto NovaBone® é um scaffold produzido a partir do
Bioglass® - 45S5.

2.7. Motivacao

Como j& exposto anteriormente, a osteocondutividade do Biosilicato® é
superior ao das ceramicas de HA ou TCP comerciais e comparavel ao
Bioglass® - 45S5. Um recente estudo [68] sugere que o Biosilicato® é também
osteoindutor, ou seja, é capaz de estimular o crescimento do tecido 6sseo sem
a necessidade de incorporacao de agentes biolégicos.

No caso do Biosilicato®, pode-se utilizar qualquer uma das técnicas
tradicionais de obtencdo de estruturas macroporosas ceramicas, de forma que
os scaffolds obtidos ndo se limitem apenas a forma de granulos. Além disso,
existe a possibilidade de obtencédo de scaffolds com propriedades mecanicas
superiores aos biovidros, como é o caso do Bioglass® — 45S5.

Todos estes fatores fazem do Biosilicato® um candidato potencial para
estimular a regeneracdo 6ssea e sustentar o novo tecido 6sseo formado na

forma de scaffolds.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para se atingir os objetivos propostos, o trabalho foi dividido em trés
etapas principais. A primeira etapa consistiu na obtencdo dos vidros
(Biosilicato® e Bioglass), moagem do Biosilicato® e na determinacdo das
melhores condi¢cdes de sinterizacdo. A segunda etapa compreendeu a
realizacdo de tratamentos térmicos complementares para a caracterizacdo da
fase secundaria e andlise de sua influéncia na bioatividade do Biosilicato®.
Uma vez determinadas as melhores condicfes de sinterizacao, a terceira etapa
consistiu no teste de duas rotas para a fabricacdo de scaffolds: (a) adicdo de

agentes porogénicos e (b) através do método da réplica.

[ Fusdo do Vidre ]

Etapa | lr Etapa Il

Obtengdo de cilindros ]
de Biosilicato® e Bioglass J

Tratamento Térmico
’ Moagem do Biosilicato® ] Complementar
[ Caracterizacdo ] : J !
do P& Caracterizacdo Testes de e
da Fase Bioatividade Sl o
ae, Gk FTIR
Secundaria in vitro
Testes de
Sinterizagao
Sintese de
Scaffolds
Etapa lll
[ Selegdo e Caracterizagdo
l de Agentes Porogénicos
Y R
[ Método da Réplica ] [ Aigab. de AEREES ]
Porogénicos

| |
:
f

[ Queima dos Scaffolds :l Caracterizagdo dos Scaffolds ]

Figura 3.1 - Fluxograma simplificado das atividades realizadas.
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Os scaffolds obtidos por meio destas duas técnicas foram entdo
caracterizados em relacdo a porosidade e interconectividade dos poros. Na
Figura 3.1 é apresentado um fluxograma simplificado das atividades realizadas.

3.1. Preparacdo e moagem do Biosilicato®

Os procedimentos empregados na fusao do vidro e no tratamento térmico
para obtencdo do Biosilicato® j4 estdo bem estabelecidos e podem ser
encontrados no trabalho de Ravagnani [1]. Neste trabalho, foram obtidos
cilindros de Biosilicato® de 12 mm (diametro) por 50 mm (altura). Alguns destes
cilindros foram moidos em um moinho planetario com jarro e meios de moagem
de agata. A agata € uma espécie mineral constituida por varias formas
cristalinas da silica (SiO;). Assim sendo, 0 uso de meios de moagem de agata
minimiza a contaminacéo do Biosilicato®, uma vez que a silica est4 presente na
sua composigao.

Estudos anteriores em nosso grupo de pesquisa [80] mostraram que
quando se varia o tamanho dos meios de moagem assim como o tempo de
moagem, € possivel obter pos muito finos, com distribuicdo de tamanho de
particulas relativamente larga. Estas condi¢cdes sao desejaveis para melhorar o
empacotamento e densificagdo durante a sinterizacdo dos scaffolds. Desta

forma, foi utilizado o seguinte procedimento para a moagem do Biosilicato®:

1. Moagem inicial a 450 rpm por 30 min com 3 esferas de agata de 30 mm

de diametro;

2. Moagem a 450 rpm por 70 min com 10 esferas de agata de 20 mm de

diametro;

3. Moagem a 550 rpm por 130 min com 50 esferas de 4gata de 10 mm de

didmetro.

O po6 obtido por este procedimento foi utilizado tanto nos testes de

sinterizac&o do Biosilicato® quanto na sintese de scaffolds.
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3.2. Tratamento térmico complementar

Um recente estudo realizado por Ravagnani [1] revelou que quando o
Biosilicato® é tratado termicamente a temperaturas superiores a 700°C, ocorre

0 aparecimento de uma fase cristalina secundaria, como pode ser observado
na Figura 3.2:
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Figura 3.2 - Tempo de duracdo do tratamento térmico em funcdo da
temperatura para o surgimento da fase secundaria (identificacdo da fase
secundaria realizada através de FTIR) [1].

As amostras de Biosilicato® foram tratadas termicamente em varias
temperaturas, e em seguida analisadas por FTIR. Através deste grafico,
podemos observar que o aparecimento da fase secundéaria depende do tempo
e da temperatura de tratamento térmico. Por exemplo, a temperatura de 700°C,
sdo necessarios 225 minutos de tratamento térmico para o surgimento da fase
secundaria. A 800°C, a fase secundaria ja pode ser identificada com apenas 5
minutos de tratamento térmico.
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Durante as fases de desenvolvimento do Biosilicato® no estudo conduzido
por Ravagnani, todos os esforgos foram realizados no sentido de impedir o
surgimento da fase secundaria. Contudo, nenhum tipo de analise foi realizada
para comprovar ou ndo as suspeitas de que tal fase de fato diminuiria a
bioatividade do material.

Uma vez que a sinterizacéo do Biosilicato® deve ocorrer a temperaturas
superiores a 700°C, a caracterizacdo da fase secundéaria e o estudo de sua
influéncia na bioatividade tornaram-se imprescindiveis. Desta forma, cilindros
de Biosilicato® foram submetidos a um tratamento térmico complementar a
900°C por 3h, de forma a favorecer o aparecimento da fase secundaria. Estes
tratamentos térmicos foram realizados em forno elétrico horizontal
especialmente desenvolvido no LaMaV, que possui excelente controle de
temperatura (variagdo de aproximadamente 1°C) e pode atingir temperaturas
proximas de 1000°C (Figura 3.3).

Figura 3.3 - Forno utilizado para o tratamento térmico complementar do

Biosilicato®.

3.3. Obtencao do Bioglass — 45S5

Com a finalidade de comparar os respectivos niveis de bioatividade,

foram realizados testes de bioatividade in vitro empregando-se o Biosilicato®, o
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mesmo contendo a fase cristalina secundaria e o Bioglass - 45S5 genérico, ou
seja, produzido em nosso laboratdrio.

O Bioglass® - 45S5 é o material que possui 0 maior nivel de bioatividade
dentre os materias conhecidos. Sua composicado € bastante difundida: 24.5%
de NaO, 24.5% de CaO, 45% SiO, e 6% de P,0s5 (% em peso).

Para a obtencdo do Bioglass, foram utilizados os seguintes reagentes:
carbonato de sodio (Na,CO3; — P.A. J.T. Baker), carbonato de célcio (CaCO3; —
P.A. J.T. Baker), fosfato dibasico de sédio (Na,HPO4 — P.A. J.T. Baker) e silica
(SiO, — P.A. Santa Rosa). Os reagentes foram pesados em uma balanca
analitica de precisdo e misturados em girador de jarros por 1 hora, para
garantir uma boa homogeneizacdo e evitar qualquer tipo de segregacdo na
mistura.

A mistura das matérias-primas devidamente homogeneizadas foi fundida
em um cadinho de platina, utilizando-se um forno elétrico a 1450°C por 4 horas.
O material fundido foi vertido em moldes cilindricos de grafite, através dos
quais foram obtidos cilindros de vidro de 12 mm de diametro por 50 mm de
altura.

Os cilindros de vidro foram retirados do molde e imediatamente recozidos
em um forno mufla a 30°C abaixo da temperatura de transicdo vitrea do
material (Tg ~ 550°C), por 4 horas, para relaxamento das tensdes internas,
com a finalidade de evitar a formacdo de trincas no vidro durante seu

manuseio.

3.4. Testes de bioatividade “in vitro” e andlise por FTIR

Os testes de bioatividade in vitro dao informacdes sobre a velocidade de
formacdo de HCA na superficie dos materiais em estudo. S&o testes
preliminares e seletivos realizados anteriormente aos testes in vivo, 0s quais
envolvem altos custos e profissionais especializados para a criacdo de animais,
colocacao dos implantes e sacrificio dos animais para a coleta de amostras
para analise. Além disso, os testes in vitro sdo mais praticos, podendo ser

realizados em tempos mais curtos.
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Estes testes consistem na exposicdo do material em uma solucéo acelular
denominada “Simulated Body Fluid” (SBF-K9) desenvolvida por Kokubo [81].
Esta solucdo simula as condic6es dos fluidos corpoéreos, contendo os ions
presentes em concentragdes muito proximas as encontradas no plasma

sanguineo humano, como indicado na tabela 1:

Tabela 1 - Concentracdo de ions (mM) na solucdo SBF-K9 e no plasma

sanguineo humano.

fon Na" | K" | Mg™ | ca™ Cl (HCO3) | (HPO,)* | (SO,
Plasma
142.0| 5.0 1.5 25 147.8 4.2 1.0 0.5
Humano
SBF-K9 | 142.0| 5.0 1.5 2.5 103.0 27.0 1.0 0.5

A preparacdo da solugcdo SBF-K9 para os testes de bioatividade € um
processo bem delicado e deve seguir uma sequéncia rigorosa, caso contrario
pode haver a precipitacdo de sais na solucdo, o que a torna inutilizavel.

A preparacao desta solucdo deve seguir 0S seguintes passos:

1. Lavar todos os frascos e utensilios utilizados em solucdo 1N de HCI,

detergente neutro e agua deionizada, nesta ordem;
2. Secar estes utensilios em estufa;

3. Colocar 500 ml de agua deionizada em béquer de 1L e cobrir com vidro

de reldgio;

4. Manter a agua do béquer sob constante agitacédo através de um agitador
magnético e adicionar 0s reagentes na agua, um a um e na mesma
ordem apresentada na Tabela 2. Somente adicionar o proximo reagente

guando o anterior estiver completamente dissolvido;

5. Ajustar a temperatura da solucéao contida no béquer a 36,5°C;
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6. Ajustar o pH da solucéo para 7,25 através da adicao da solucdo HCI 1N.

Em seguida, retirar o eletrodo do pH, adicionando a solugdo a agua

deionizada empregada na sua lavagem,;

7. Apos o resfriamento da solucéo até a temperatura ambiente, transferir a

solucéo do béquer para um baldo volumétrico de 1L. Adicionar ao balédo

volumétrico a agua utilizada na lavagem do béquer.

8. Ajustar o volume total da solugdo para um litro, adicionando-se agua

deionizada.

9. Transferir a solugcdo para um frasco de polietiieno ou polipropileno e

armazenda-la em refrigerador entre 5 e 10°C. Caso alguma substancia

precipite na solugdo durante o armazenamento, esta deve

descartada.

Tabela 2 - Reagentes utilizados na preparacao da solucdo SBF-K9.

Ordem Reagentes Quantidade (g)~
para lL de solucao
1 NaCl 7,996
2 NaHCO; 0,35
3 KCI 0,224
4 K2HPO,4.3H,0 0,228
5 MgCl,.6H,0 0,305
40 ml (aproximadamente 90% da
6 HCI 1IN quantidade total de HCl a ser
adicionada)
7 CaCl, 0,278
8 Na,SO, 0,071
9 NH,C(CH,0OH)3 6,057

ser

Para a realizacdo dos testes, os cilindros de Biosilicato®, de Biosilicato®

contendo a fase secundaria e de Bioglass — 45S5 foram cortados em discos de

aproximadamente 12 x 3 mm. Estes discos foram desbastados em lixas de

carbeto de silicio até a grana 400, com a utilizacdo de alcool isopropilico.
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Foram feitos dois entalhes em lados opostos ao longo da circunferéncia dos
discos, os quais serviram de guia para amarrar um fio de nylon de 0,10 mm. Os
discos foram limpos em alcool isopropilico absoluto (QHEMIS - P.A),
permanecendo em limpador ultrasénico por 1 minuto. Apd0s a secagem, 0S
discos foram amarrados e suspensos no interior de pequenos frascos de
polipropileno com excelente vedacéo contendo a solugdo SBF-K9. A vedacao
correta € importante, pois evita a evaporacdo da solugcdo e mudancgas na sua
concentracdo. A razao entre a area superficial das pastilhas e o volume da
solugéo SBF (SA/V) foi padronizada em 0,1 cm™, pois um aumento desta raz&o
leva a um aumento excessivo da velocidade das reacdes devido ao aumento
do pH da solucao durante a reacéo [81].

Os frascos contendo os discos suspensos e a solucdo SBF-K9 foram
entdo colocados em banho-maria a uma temperatura de 36,7°C (a mesma do
corpo humano), onde permaneceram por tempos variando entre 1 e 48h. Para
tal, foi utilizado o banho-maria Nova Técnica modelo CT 269 com controle
rigoroso de temperatura (controlador Gefran 500), em que a variacdo de
temperatura € de somente + 0,1°C. A Figura 3.4 esquematiza o teste de

bioatividade:

Frasco de
Fio de Polipropileno
Nylon
Solugado Amostra
SBF-K9

| o
r
& |
/

\_ &

Figura 3.4 - Representacao do teste de bioatividade [89].

ApOs a exposicdo ao SBF-K9, as amostras foram retiradas dos

respectivos frascos e mergulhadas em acetona para a paralisacdo das
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reacoes. Estas foram analisadas em ambos os lados paralelos através de
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR). Através
dessa técnica, foi possivel detectar a influéncia da fase secundéaria na cinética
de formacdo da HCA no Biosilicato®, assim como comparar os resultados

obtidos com a cinética de formac&do da HCA no Bioglass.

3.5. Analise de difracdo de raios-x

A caracterizacdo da fase cristalina secundaria resultante dos tratamentos
térmicos adequados para o seu aparecimento foi realizada empregando-se a
técnica de difratometria de raios-X (DRX). Para isto, uma amostra de
Biosilicato® tratada a 900°C por 3h (e, portanto, contendo a fase secundaria) foi
moida em almofariz de agata, obtendo-se um p6 fino, o qual foi utilizado na
analise.

O equipamento utilizado foi o difratdbmetro Siemens, modelo D 5000, que
utiliza anodo rotativo. Os espectros de difragdo foram obtidos na faixa de 26 de
10 a 90° e modo continuo a 2°/min.

As fases presentes nas amostras foram posteriormente identificadas com
o auxilio do programa computacional DIFFRACplus - EVA, com a base de

dados centrada no sistema JCPDS.

3.6. Testes de sinterizacao

3.6.1. Andlise de particulas do Biosilicato®

A curva de distribuicdo de tamanho de particulas do Biosilicato® moido
segundo as condicbes descritas no item 3.1 foi obtida em equipamento
analisador de particulas Horiba (LA-930). Para isso, o po foi disperso em alcool
isopropilico absoluto (P.A. — 99,5%), sem a utilizacdo de defloculante. O

equipamento foi alimentado com a solugédo contendo as particulas dispersas.
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3.6.2. Preparacéo e sinterizagcdo das amostras

Para os testes de sinterizacdo, o p6 do Biosilicato® foi prensado a uma
pressdo de 50 MPa, sem a adicdo de ligantes, em prensa automética
desenvolvida pelo Laboratorio de Tribologia e Compdsitos (EESC/USP). Foram

obtidas pastilhas com as dimensdes especificadas na figura 3.5:

Figura 3.5 — Dimensfes das amostras utilizadas nos testes de sinterizacao do

Biosilicato® (dimensdes em mm).

Os testes de sinterizacdo das pastilhas foram realizados em forno elétrico
(KEITH, modelo KKSK 8 8 11-3000), isotermicamente, para temperaturas
variando entre 800 e 1100°C e tempos variando entre 1 e 5h. Para cada tempo

e temperatura, foram sinterizadas trés amostras.

3.6.3. Caracterizagdo das amostras sinterizadas

Apébs a sinterizacdo propriamente dita, foram calculadas a retracao linear
axial e diametral (RLA e RLD), a porosidade aparente (Pap) e a densidade
aparente (Dap) das amostras, de modo a determinar as melhores condi¢cfes de
sinterizacdo (temperatura e tempo) do Biosilicato®.

A densidade e a porosidade aparente foram determinadas através do
teste de densidade por imersdo, que leva em consideracdo o principio de
Arquimedes, utilizando balanca de precisdo da marca Mettler Toledo (AB 204).
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Trés amostras de cada tipo de tratamento térmico foram pesadas obtendo-se o
peso seco (Ps) de cada uma. Posteriormente, as amostras foram mantidas
imersas em alcool etilico por 24h e em seguida foram determinados o peso
imerso (Pi) e o peso umido (Pu). Com estes dados foi possivel calcular a
porosidade aparente (Pap) e a densidade aparente (Dap), através das
equacdes 3.1 e 3.2. Os valores obtidos representam a média aritmética de trés
amostras para cada condi¢ao de sinterizacao.

(Pu—Ps)
_PU=P8) 100
(Pu—Pi) 31
Ps
Dap=——>——x pl
= Pu—pi)*” 32

, onde pL é a densidade do liquido (no caso o alcool etilico).

A retracao linear axial (RLA) e diametral (RLD) foram determinadas com o

uso de um paquimetro digital e da equacao 3.3:

Li — Lf
RLA (%) ou RLD (%) = T x 100 3.3

, onde Lf € o comprimento final e, Li, 0 comprimento inicial.

3.7. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

Esta técnica foi empregada para a confirmagcdo da existéncia de fase
vitrea nas amostras sinterizadas de Biosilicato®. As medidas foram realizadas
no calorimetro diferencial de varredura DSC 404 (Netzsch), em atmosfera
ambiente. Foram utilizados cadinhos de platina e taxa de aquecimento de
10°C/min até a temperatura de 900°C.
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3.8. Analise do tamanho de particulas dos agentes porogénicos

A distribuicdo de tamanho de particulas dos agentes porogénicos nao
pdde ser realizada no equipamento Horiba, uma vez que o indice de refracao
destes é desconhecido. Desta forma, utilizou-se a andlise das imagens obtidas
por microscopia Otica. Para cada agente porogénico foram medidas 1500

particulas.

3.9. Determinacdo da densidade do Biosilicato® e dos agentes

porogénicos

As densidades dos agentes porogénicos e do Biosilicato® em pd,
essenciais para os calculos utilizados na sintese de scaffolds, foram medidas
em picnémetro de hélio (Micromeritics — AccuPyc 1330) do Laboratério de
Ceramica do DEMa/UFSCar.

3.10. Analise termogravimétrica

Para definir a melhor estratégia para a remoc¢ao dos agentes porogénicos,
da espuma de PU e do ligante (PVB), estes foram submetidos a andlises
termogravimétricas. Estes ensaios foram realizados no equipamento analise
térmica (Netzsch STA 409) do Laboratério de Solidificagdo do DEMa/UFSCar.
Foram utilizados cadinhos de platina (amostra e referéncia), atmosfera inerte
de argdnio e taxa de aquecimento de 5°C/min da temperatura ambiente até

temperaturas variando na faixa de 300-1000°C, conforme o agente porogénico.

3.11. Observacdao da fase secundéria por microscopia 6tica

Utilizou-se esta técnica para a observacao da fase secundaria presente no
Biosilicato® submetido ao tratamento térmico complementar (item 3.2). Para
isto, as amostras foram desbastadas em lixa de carbeto de silicio (granas 600 e
1200, nesta sequiéncia) e em seguida, polidas com 6xido de cério. Tanto para
o desbaste quanto para o polimento, o alcool isopropilico foi utilizado como
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meio liquido. Apdés o polimento, as amostras foram limpas em limpador
ultrasdnico por 2 minutos. Para revelar a microestrutura, as amostras foram
atacadas quimicamente com detergente por 5 segundos e novamente
submetidas ao limpador ultrasénico. As amostras foram entdo observadas no
microscopio oOtico Leica (modelo DMRX) do Laboratério de Materiais Vitreos
(LaMaV).

3.12. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Foram utilizados os microscopios eletrénicos de varredura TMP Philips
(XL-30) e também o FEG Philips (XL-30), ambos do Laboratério de
Caracterizacdo Estrutural (LCE) da UFSCar. Esta técnica foi utilizada em

diversas analises como:

® Observacdo da fase secundaria e estimativa de sua composicdo quimica
por EDS;

® Observacdo das caracteristicas morfolégicas das particulas dos agentes
porogénicos;

®  Obtencdo de imagens para a medida do tamanho médio dos poros obtidos
e calculo da macroporosidade total, para comparacdo com o0s valores

obtidos através da técnica de imersao (principio de Arquimedes);
®  Avaliacdo da interconectividade dos poros dos scaffolds;
®  Observacéao da superficie de fratura do scaffolds;

® Observacao e determinagdo semi-quantitativa da composi¢do quimica dos
residuos gerados pelos agentes porogénicos.

Para a observacdo da fase secundaria, uma amostra de Biosilicato® foi
tratada a 900°C/3h e embutida em resina epdxi. Em seguida, a amostra foi
desbastada em lixa de carbeto de silicio nas granas 350, 600 e 1200 e
posteriormente, polida com Oxido de cério. Por udltimo, esta amostra foi
metalizada com Au por 70s.

Para a observacdo da superficie de fratura, os scaffolds fraturados foram

metalizados com Au por 140s. Para a observacdo da interconectividade dos
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poros e medida do tamanho médio dos poros, os scaffolds foram embutidos em
vacuo com resina ep6xi de baixa viscosidade (Epoxicure™ - Buehler). Em
seguida, as amostras embutidas foram desbastadas e polidas, seguindo-se o
mesmo procedimento descrito no paragrafo anterior. Neste caso, os scaffolds
embutidos foram metalizados com Au por apenas 70s.

Os respectivos residuos gerados pelos agentes porogénicos, como
descrito no item 3.16, foram depositados sobre fita de carbono e recobertos

com carbono.

3.13. Manufatura de scaffolds

Para a sintese dos scaffolds foram utilizadas duas rotas distintas: (1) a
técnica de adicdo de agentes porogénicos e (2) o método da réplica. Estas

rotas sdo detalhadas a seguir.

3.13.1. Via adicao de agentes porogénicos

Segundo Studart et al. [45], a remoc¢ao dos agentes porogénicos no caso
da primeira técnica ndo leva a formacao de estruturas celulares “ocas”, como
no caso da técnica da réplica. Desta forma, a resisténcia mecéanica de
estruturas porosas obtidas por esta técnica € consideravelmente maior do que
aquela alcancada pela técnica da réplica. Este método é muito versatil, uma
vez que uma infinidade de agentes porogénicos pode ser utilizada. Além disso,
ndo encontramos na literatura nenhum scaffold obtido a partir de vitroceramicas
utilizando esta técnica.

Para a preparagdo dos scaffolds, utilizou-se uma modificagdo do
procedimento desenvolvido por Monaretti et al. [47]. Este método é baseado na
preparacdo de uma barbotina contendo o material de interesse (no caso, o
Biosilicato®) na forma de um po6, alcool isopropilico e PVB. Posteriormente, o
agente porogénico na granulometria de interesse é adicionado a barbotina e
misturado por tempos curtos, mas que sado suficientes para que haja a
aderéncia do material de interesse na superficie das particulas do agente

porogénico. Esta mistura € entdo seca e granulada, e o p6é granulado é
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conformado por duas etapas de prensagem, obtendo-se pastilhas. O agente
porogénico € entdo eliminado durante a queima, e uma estrutura porosa €
obtida.

PVB Alcool Isopropilico Biosilicato®

| |
!

Moagem (1h)

Adicdo do Agente
Porogénico

Mistura (1-5 min.)

Secagem
1 Conformacgao
Peneiramento ———— por Prensagem Queima
(2 etapas)

Figura 3.6 — Fluxograma esquematico do procedimento utilizado na preparacao

das barbotinas.

Inicialmente foi preparada a barbotina contendo o alcool isopropilico e o
Biosilicato®. Ambos foram adicionados em um jarro de agata contendo 30 bolas
de agata com diametro de 10 mm. O jarro permaneceu em moinho planetario
(Pulverisette 6 — FRITSCH) por 30 minutos a uma rotacdo de 550 rpm. Em
seguida o ligante foi adicionado (PVB) e a barbotina foi misturada por mais 1
hora no moinho planetario a uma rotacdo de 550 rpm. Posteriormente, o0s
meios de moagem foram removidos do jarro e o0 agente porogénico foi
adicionado a barbotina, sendo misturado por tempos variando entre 1-5
minutos a uma rotac&o de 150 rpm.

Apés isso, a barbotina foi retirada do jarro e depositada em um
recipiente de plastico e instantaneamente seca com o auxilio de um secador. O
poé resultante foi granulado em uma peneira de nylon com abertura de 1 mm.

O po6 granulado obtido foi primeiramente prensado em prensa
pneumatica; utilizou-se molde cilindrico de aco de 12 mm de didametro e uma

pressdo de 20 MPa por 10s, obtendo-se pastilhas de aproximadamente 3 mm
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de espessura. Posteriormente, as pastilhas foram colocadas em bexigas de
borracha e prensadas isostaticamente a uma pressédo de 100 MPa por 30s. A
prensagem foi realizada no Laboratorio de Tribologia e Compdésitos da
EESC/USP, onde ambas as prensas (pneumatica e isostatica) foram
desenvolvidas. O procedimento acima descrito foi invariavelmente utilizado
para todos os agentes porogénicos propostos. Este procedimento pode ser
mais bem visualizado na Figura 3.6.

A primeira etapa de prensagem visou apenas conformar o po granulado
na forma de pastilhas. Foi utilizada uma presséo baixa (20 MPa) na tentativa de
evitar a excessiva deformacgdo das particulas dos agentes porogénicos. A
etapa posterior de prensagem visou melhorar o empacotamento do Biosilicato®
e diminuir a porosidade intrinseca (decorrente de sua sinterizacao), sem causar
a excessiva fratura dos agentes porogénicos.

No presente trabalho, estabeleceu-se barbotinas contendo 30% em
volume de sélidos, 67% em volume de alcool isopropilico e 3% em volume de
PVB. A porcentagem referente a parte solida foi constituida por 20% em
volume de Biosilicato® e 80% em volume de agente porogénico.
Adicionalmente, como sera descrito no item 3.13.2, foram utilizados agentes
porogénicos com granulometria na faixa de 300 — 600 um. Isso significa que os
scaffolds resultantes foram  projetados para apresentarem uma
macroporosidade induzida de 80% em volume, com tamanho médio de poros

maior do que 200 pum.

3.13.2. Selecédo dos agentes porogénicos

Uma grande variedade de agentes porogénicos tem sido empregada na
fabricacdo de ceramicas macroporosas, incluindo materiais organicos naturais
e sintéticos, liquidos, sais e até mesmo metais [45]. Idealmente os agentes
porogénicos devem possuir baixo coeficiente de expansdo térmica, ser
facilmente removiveis, ndo gerar gases toxicos e nao deixar residuos que

possam afetar negativamente a bioatividade do material.
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Optamos pela utilizacdo dos seguintes agente porogénicos: naftaleno
(P.A. - VETEC), o amido de milho (marca Milharina), amido de mandioca
(marca Machiara), microesferas de polietileno (Polytechno) e negro de fumo
granulado (CABOT — BP120).

. Naftaleno

O naftaleno € um candidato interessante para atuar com agente
porogénico, pois sublima a temperatura ambiente, podendo ser facilmente
removido a temperaturas mais altas. Por outro lado, € um material toxico e
deve ser manuseado com cuidado. Como dito no item 2.3, Monaretti [47]
utilizou o naftaleno como agente porogénico na obtencdo de scaffolds de
alumina, obtendo relativo sucesso. Assim, optamos pela utilizacdo deste

material como ponto de partida.

. Amido de milho e mandioca

Os amidos, como €é o caso da farinha de mandioca e de milho, sdo em
geral muito baratos e compostos por particulas grosseiras que, incorporadas ao
Biosilicato®, podem gerar poros grandes. Alguns trabalhos na literatura
reportam o uso de amidos com a finalidade de se obter hidroxiapatita porosa
[82, 83, 84].

o Microesferas de polietileno

As microesferas de polietileno podem ser encontradas em diversas faixas
granulométricas. Trata-se de um candidato interessante, pois ha a
possibilidade de um melhor empacotamento e um maior controle sobre a
distribuicdo do tamanho de poros gerada nos scaffolds. Neste trabalho

utilizaram-se as microesferas de polietileno da empresa Polytechno.

o Negro de fumo

O negro de fumo € uma forma amorfa do carbono, obtido através da

combustdo incompleta de produtos do petroleo. E considerado uma das formas
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mais puras do carbono, sendo constituido por particulas nanométricas de alta
area superficial. Trata-se de um material barato e também pode ser encontrado
na forma granulada. O negro de fumo pode ser facilmente removido a altas
temperaturas em atmosfera oxidante. O material BP-120 foi gentilmente

fornecido pela empresa CABOT.

De forma a garantir que poros maiores do que 200 um fossem obtidos, o
que corresponde ao tamanho minimo necessario para permitir a vascularizacéo
do scaffold, optamos pela utilizacdo de particulas entre 300 e 600 um. Para a
separacdo da faixa granulométrica de interesse, 0s agentes porogénicos
permaneceram em agitador de peneiras elétrico (Bertel) por 30 minutos. Na
sintese dos scaffolds, utilizou-se o material que ficou retido entre as peneiras
de malha 48 e 28 mesh (respectivamente, 300 e 600 um). Apenas 0 naftaleno

foi moido em almofariz de 4gata anteriormente ao peneiramento.

3.13.3. Método daréplica

Lembramos que o método da réplica consiste na impregnacao de uma
espuma com uma suspensdo contendo particulas ceramicas, de modo a
produzir um material macroporoso exibindo a mesma morfologia do material
poroso original. O método da réplica € a técnica mais empregada na producao
de materiais ceramicos macroporosos devido a sua simplicidade e flexibilidade.

Inicialmente foi preparada uma barbotina contendo o Biosilicato® em uma
concentracdo de 40% em peso. Como meio liquido, foi utlizado o alcool
isopropilico, pois o Biosilicato® é atacado quimicamente pela agua. Como
ligante, utilizou-se o Polivinil Butiral (PVB — B98) em uma concentracao de 3%
em peso. A barbotina foi preparada em um jarro de 4gata contendo 30 bolas de
agata com diametro de 10 mm, de maneira similar ao descrito no item 3.13.1. A
mistura foi realizada em moinho planetario (Pulverisette 6 — FRITSCH) a uma
rotacao de 550 rpm por 1h. Em seguida, a espuma de poliuretano foi imersa na
barbotina, permanecendo por 30 minutos. Posteriormente, a espuma
impregnada foi pressionada entre duas peneiras metalicas, de maneira a

remover o excesso da suspensdo e evitar a formacédo de células fechadas. A



45

secagem da espuma ocorreu a temperatura ambiente, por 12 horas. Este
procedimento é similar ao utilizado por Boccaccini et al. [32] na fabricacdo de
scaffolds a partir do Bioglass®. A espuma de poliuretano foi fornecida pela
empresa Tecnopecas, possuindo abertura de células na faixa de 550 - 1150

um.

3.14. Queima dos scaffolds

Finalmente, a queima das pastilhas e da espuma impregnada foi realizada
em 4 ou 5 estagios, no mesmo forno elétrico mencionado no item 3.6.2.

No primeiro estagio, estas foram aquecidas a uma taxa de aquecimento
de 1°C/min até a temperatura 6tima (determinada por ATG) para a remocao da
espuma de poliuretano ou dos agentes porogénicos, conforme o caso. Em
seguida, no segundo estagio, as pastilhas continuaram sendo aquecidas a
1°C/min até a temperatura Otima para a remocdo do ligante (temperatura
também determinada por ATG).

Para a remocdo das microesferas de polietieno e da espuma de
poliuretano, foi utilizado um estagio de queima adicional. No terceiro estagio,
estas foram aquecidas a 5°C/min até a temperatura de sinterizacdo mais
adequada, determinada nos testes de sinterizacéo do Biosilicato®. No quarto e
altimo estagio, as pastilhas foram resfriadas com o forno a uma taxa de
5°C/min até a temperatura ambiente, de forma a evitar surgimento de tensdes
térmicas ou trincas devido ao choque térmico. Os estagios da queima podem

ser mais bem visualizados na Figura 3.7.



46

Estagiol | Estagioll i Estagiolll ! Estagio IV

Temperatura

Tempo

Figura 3.7 - Estagios de queima das pastilhas para a obtencdo de scaffolds
(Ta: Temperatura ambiente; Trl: Temperatura de remocado do agente
porogénico; Tr2: Temperatura de remocao do ligante ou espuma de PU; Ts:

Temperatura de sinterizacédo do scaffold).

3.15. Caracterizacao dos scaffolds

3.15.1. Calculo da porosidade total, da porosidade aparente e da retracao

linear

A densidade e a porosidade aparente dos scaffolds foram determinadas
através do método de imerséo descrito no item 3.6.3 e utilizacdo das equacdes
3.1 e 3.2. Os valores obtidos representam a média aritmética de dez amostras

para cada tipo de scaffold.
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Conhecendo-se a densidade aparente do scaffold (Dap), é possivel

calcular sua porosidade total (P+s) através das equacdes 3.1 e 3.2:

P, =100— (%Biosilicato) 3.4

, onde %Biosilicatos é a porcentagem de Biosilicato® no scaffold.
A porcentagem de Biosilicato® é definida como:

SRTT DA S
%Biosilicato, = —>-x100 35
Bios
, onde Dpps € a densidade aparente do scaffold e Dgjos € a densidade tedrica do
Biosilicato®.

Como dito anteriormente (item 3.2), quando o Biosilicato® é tratado
termicamente em temperaturas superiores a 700°C, passa a ser constituido por
duas fases cristalinas; assim sendo, a densidade teorica foi estimada
utilizando-se o modelo de Voigt para materiais compdsitos, que leva em
consideracdo os valores das densidades das duas fases presentes. Este

modelo utiliza a seguinte equacao:
pcompésito — [0[ Xp1]+[(1_a )sz] 3.6

, onde pcompssito € @ densidade do material bifasico, o corresponde a fragéo
volumétrica da fase 1 e, p1 e p, representam as densidades teoricas das fases
le?2.

O modelo de Voigt apresenta uma boa concordancia com os resultados
experimentais obtidos por Peitl [15], que mediu a densidade de vidros bioativos
contendo diferentes fracdes cristalizadas.

No caso dos scaffolds obtidos através do método da réplica, ndo foi
utilizada a equacédo 3.2, pois o peso umido (Pu) dos scaffolds ndo pode ser

determinado com exatiddo devido a sua alta porosidade. Assim sendo, a
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porosidade total foi determinada pelo método geométrico, medindo-se

diretamente a massa e as dimensodes dos scaffolds e utilizando a equacao 3.6.

M

D =
ApS Vs 3.7

, onde Ms e Vs representam a massa e o volume do scaffold, respectivamente.

A retracdo linear dos scaffolds foi calculada através da equacéo 3.3.

3.15.2. Determinacdo da macroporosidade

A macroporosidade dos scaffolds € uma informacgédo importante. Neste
trabalho, a macroporosidade representa a porosidade induzida pela adi¢do dos
agentes porogénicos. A macroporosidade dos scaffolds foi determinada através
da andlise de imagens da sec¢do transversal dos scaffolds embutidos em resina
epoxi.

Durante o tratamento das imagens, é obtido o negativo das imagens
originais. Neste processo, a regido correspondente Biosilicato® torna-se preta
enquanto que a regido correspondente aos poros preenchidos pela resina
epoxi torna-se branca (Figura 3.8). O programa de andlise de imagens Image-J
€ entdo capaz de contar o numero de pixels brancos e de pixels pretos, e assim
calcular a area ocupada pelos pixels brancos em relacdo a area total. Desta
forma, as regides brancas correspondem a macroporosidade do scaffold.

A média das porcentagens em &rea € numericamente igual a
porcentagem em volume, logo foi possivel, a partir de medidas de 10 imagens,
ter uma estimativa da macroporosidade para cada tipo de scaffold.

Esta metodologia também foi empregada na determinagdo da
quantidade de fase secundaria nas amostras de Biosilicato® submetidas ao

tratamento térmico complementar.
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Biosflica f0®

Figura 3.8 - Exemplo de imagem obtido por MEV e tratada no software Image-J

para a determinacéo da macroporosidade do scaffold.

3.15.3. Determinagdo do tamanho médio e da distribuicdo do tamanho

dos poros

Para a avaliacdo da distribuicdo do tamanho de poros e do tamanho

médio de poros em materiais ceramicos porosos, normalmente utiliza-se a
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técnica de porosimetria de mercurio. Porém, por esta técnica s6 € possivel
medir com precisdo poros com diametro médio abaixo de 200 um, que estao
fora da faixa considerada de interesse.

Quando o material ceramico possui uma estrutura celular, ao invés do
“tamanho médio de poros”, mede-se a “abertura média das células”,
diretamente a partir das imagens da superficie de fratura do material.

No caso dos scaffolds deste trabalho, como sera visto adiante, a estrutura
obtida é altamente porosa, mas ndo apresenta uma estrutura celular. A medida
direta do tamanho dos poros também ndo é possivel, uma vez que a estrutura
dos scaffolds ndo é formada por poros individualizados, mas sim por uma rede
de canais interconectados.

O conceito de “comprimento de intercepto médio” (Ly) € muitas vezes
utilizado em microscopia Otica para caracterizar fases interconectadas [85-86].

Neste caso, a imagem da seccéo transversal do material € sobreposta por
uma malha de linhas. Para a obtencédo de um resultado mais representativo, a
orientacdo da rede de linhas deve ser aleatoria. O numero de vezes que as
linhas interceptam a fase de interesse € usado juntamente com a fracdo
volumétrica para calcular o comprimento de intercepto médio. Desta forma, o
comprimento de intercepto médio (Ly) pode ser calculado através de uma
equacao do tipo:

VXL7T
L, = —M

N .

, onde V representa a porcentagem volumétrica da fase em questdo, Lt € o
comprimento total das linhas, M € o aumento utilizado e N; o nimero de
interceptos. No entanto, através desta metodologia, € possivel calcular apenas
o comprimento de intercepto médio, ndo sendo possivel ter idéia da distribuicédo
de tamanhos, informag¢ao muito importante no caso dos scaffolds.

Desta forma, para a determinacdo da abertura meédia (Ameq) © da
distribuicdo da abertura dos canais interconectados, propomos aqui uma

metodologia que utiliza um conceito correlato. A imagem da secc¢éo transversal
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do scaffold foi, neste caso, também sobreposta por uma rede de linhas
horizontais e verticais, com o auxilio do software Image-J (Figura 3.9). Sobre
cada uma destas linhas € possivel medir diretamente a abertura dos canais
interconectados, tanto horizontalmente quanto verticalmente. Em seguida a
imagem € girada em 45° e novamente sobreposta por uma rede de linhas
verticais e horizontais; de maneira a garantir a aleatoriedade das medidas. Este
procedimento foi repetido para dez imagens de cada tipo de scaffold.

Os dados plotados em um gréfico fornecem uma distribuicao da abertura

dos canais, a partir da qual € possivel obter a abertura média dos canais.

Figura 3.9 - Sobreposicédo da imagem a 0° (a) e a 45° (b) da secéo transversal

do scaffold por rede de linhas.
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3.16. Queima dos agentes porogénicos e obtencédo de residuo

Com a finalidade de observar se 0s agentes porogénicos e a espuma de
poliuretano utilizados geram residuos inorganicos apés a queima dos scaffolds,
estes foram submetidos ao mesmo procedimento de queima para a obtencéo
dos scaffolds, conforme descrito no item 3.13. Para isto, foram utilizados
cadinhos de ZAS (zirconia-alumina-silica) e um forno mufla (EDG 1800 3P-S).
A queima foi realizada dentro da mufla. Mediu-se a massa dos agentes
porogénicos antes e apds a queima, para a determinacdo da perda ao fogo

(PF) através da equacao 3.7:

PF (%) ='\lc|—1;><100 3.7

, onde Mi é a massa inicial do agente porogénico e Mf é a massa do residuo
obtido apds a queima.
Os residuos obtidos foram observados por microscopia eletrénica de

varredura e analisados por espectroscopia de energia dispersiva (EDS).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Andlise da fase secundaria
4.1.1. Microscopia 6tica

Com o objetivo de observar a fase secundaria, amostras de Biosilicato®
foram submetidas a tratamentos térmicos complementares e preparadas
conforme descrito no item 3.10. As imagens da Figura 4.1, obtidas por
microscopia Gtica com luz refletida e filtro de luz polarizada a 90° (ou 270°),
mostram a evolucdo do aparecimento da fase secundaria, que pode ser
observada gracas a sua birrefringéncia:

(a) (b)
(c) (d)
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(9) (h)

(i)

Figura 4.1 - Amostras de Biosilicato® contendo a fase secundaria tratadas a: a)
900°C/1min; b) 900°C/5min; c) 900°C/10min; d) 900°C/15min; e) 900°C/20min;
f) 900°C/30min; g) 900°C/60min; h) 900°C/120min; i) 900°C/5760min (96h).
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A Figura 4.1 de (a) a (i), mostram que a fase secundaria surge nos
contornos de grdo da fase majoritaria. A fase secundaria apresenta uma
morfologia dendritica, como pode ser observado com mais detalhes na Figura
4.2:

Figura 4.2 - Crescimento dendritico da fase secundaria no Biosilicato®.

]
8.
» ~

Figura 4.3 - Exemplo de imagem da amostra tratada a 900°C/20min, e a

mesma imagem apods o tratamento no software Image-J.
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Através do mesmo método empregado na determinacdo da
macroporosidade dos scaffolds, descrito no item 3.15.2, foi possivel determinar
a porcentagem ocupada pela fase secundaria a partir de imagens das amostras
tratadas a 900°C. Este procedimento € novamente exemplificado na Figura 4.3.

Durante o tratamento das imagens, foi obtido o negativo das mesmas
imagens. Neste processo, a regido correspondente a fase secundaria torna-se
preta enquanto a regido correspondente a fase majoritaria torna-se branca.
Desta forma, a area ocupada pelas regides negras em relacédo a area total,
corresponde a fracdo cristalizada superficial da fase secundaria. A partir de
medidas de 30 imagens por amostra, foi possivel estimar a quantidade de fase

secundaria existente no volume de cada amostra.

1,75 4 -

=0 R T T Y S .-

1,00

0,75 % B
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0,25 §

Fracao Cristalizada (%)
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Tempo de Tratamento Térmico a 900°C (min.)

Figura 4.4 - Porcentagem de fase secundéria no volume da amostra em funcao

do tempo de tratamento para a temperatura de 900°C.

E possivel notar (Figura 4.4) que a fragdo cristalizada da fase
secundaria inicialmente aumenta com o tempo de tratamento térmico a 900°C,
permanecendo praticamente constante para tratamentos térmicos mais longos.

A quantidade de fase secundéria presente no volume das amostras analisadas
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€ pequena, sendo menor do que 1,5% (representado pela linha tracejada na
Figura 4.4). As barras de erro correspondem ao desvio padrdo de 30 imagens.

4.1.2. Microscopia eletrénica de varredura

Para confirmar a presenca da fase secundaria nos contornos de grao da
fase majoritaria, as mesmas amostras analisadas por microscopia 6tica foram

também analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV).

hot Magn » Det WD 20 um . * AceV Spot Magn
:

o ———1. 2 :
0 101 BSE.10.2UFSCar ~ DEMa:-LCk < TMP hr ky.5.0. 200 u‘spar—DEMa—LCE—TMP - 3

. 3 oy i .
T LT, g

(AceVSpot Magy_ g wo, F———" 20ym
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A 4 ; >

Figura 4.5 - Micrografias obtidas por MEV de amostra do Biosilicato® tratada a

900°C por 3h revelando a fase secundaria na regiéo intergranular.

A Figura 4.5 confirma a presencga da fase secundaria nos contornos de
gréo da fase majoritaria em uma amostra tratada a 900°C por 3h. Para detectar
diferencas composicionais, as regides intragranulares e intergranulares foram

analisadas por espectroscopia de energia dispersiva (EDS).



58

cps

5

0
[}

[
o
||||I|||||||||I||||||||||||||||||||||||

Ca

Ma

—
)

L‘Au

o ] 10 Energy (ke

|

(@)

cps

b Ca

18— Na

A

] Ca
| ,IJ || A
I:l I T T T T T T ' | T ' ' I

o 10 Energy (ke
(b)

Figura 4.6 - Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) da regido intragranular

(a) e intergranular (b).

E importante notar que as regides intragranulares e intergranulares

(Figura 4.6) apresentam diferencas composicionais marcantes nas
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concentracfes de sddio (Na), calcio (Ca), silicio (Si) e de oxigénio (O), como
pode ser observado pelas mudangas nas intensidades dos picos. A fase
majoritaria é rica em Na, Ca, O e Si, como ja previsto. A fase secundaria, por
sua vez, possui menos Si e € rica em Ca, Na e O. A analise do P foi

prejudicada pela presenca do recobrimento de Au.

4.1.3. Difracéo de raios-X

Para a identificacdo da fase secundaria, a amostra de Biosilicato®
tratada a 900°C por 3h foi analisada por difragéo de raios-X (Figura 4.7).

— Fase secundaria

Intensidade (u. a.)

3Ry A

1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
20 (°)
Figura 4.7 - Difratograma do Biosilicato® contendo fase secundaria em dois
equipamentos diferentes A (sem anodo rotativo) e B (com anodo rotativo). Por

motivos de segredo industrial, os valores de 20 foram omitidos.
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E possivel notar que os picos referentes a fase secundaria, exatamente
por serem pouco intensos, se confundem ao ruido, no difratograma A (Figura
4.7), e sO6 sdo observados em equipamentos cuja razdo sinal/ruido é
razoavelmente alta, dai a dificuldade em se observar esses picos por difracao
de raios-X.

Utilizando-se um difratbmetro de raios-X com anodo rotativo, foi possivel
observar trés picos relativos a fase secundéria (difratograma B). Pela
identificacdo destes picos € possivel sugerir uma composicdo, para a fase
secundaria. Esta composicao, no entanto, ndo sera revelada nesta dissertacao,
por motivo de segredo industrial. Assim sendo, os valores de 26 também foram

omitidos na figura 4.7.

4.1.4. Influéncia da fase secundaria na bioatividade do Biosilicato®

Os testes de bioatividade foram realizados e a cristalizagdo de
hidroxicarbonato apatita (HCA) na superficie das amostras foi acompanhada
por FTIR, onde os picos de maior interesse sdo os de 560 e 602 cm™, que
correspondem a formacgéo da HCA. Os testes foram realizados para tempos de
exposicao ao SBF variando de 1 a 48h.

Os espectros de FTIR (Figura 4.8) mostram a evolucdo das reacgles
superficiais em funcdo do tempo de exposicdo ao SBF que ocorreram no
Bioglass - 45S5 (a), no Biosilicato® (b) e no Biosilicato® contendo a fase
secundéria (c). Como pode ser observado, a sequéncia de transformacgdes
superficiais € a mesma para os trés materiais; a diferenca reside apenas na
cinética com que estas reacdes ocorrem. Esta sequéncia segue 0s principais
estagios (llI-V) para a formacdo da HCA propostos por Hench [13, 58] e
comprovados por Peitl et al. [63]. Esta sequéncia de reacdes foi detalhada no
item 2.4.

O modo vibracional natural das superficies ndo reagidas (Oh de exposicao
ao SBF) é alterado em funcdo do tempo de exposicdo a solucdo de SBF
(Figura 4.8). Ap6s 1h, uma camada rica em silica gel comeca a ser formada no
Bioglass (correspondente ao estagio Ill) e uma camada rica em fosfato de
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calcio (CaO-P,0s) amorfo comeca a precipitar (correspondente ao estagio V).

O mesmo processo também ocorre apés 1h para o Biosilicato® (b) e para o

Biosilicato® contendo a fase secundaria (c). A existéncia da camada rica em

SiO, é confirmada pelo duplo pico de estiramento da ligacdo Si-O-Si a 1250 e

1095 cm™, assim como o estreitamento do pico correspondente & ligacdo Si-O-

Si a 470 cm™. O pico da ligacdo Si-O presente no espectro dos materiais nao

reagidos, desaparece devido ao processo de repolimerizacdo (estagio IlI).

(a) Bioglass - 45S5

(b) Biosilicato

(c) Biosilicato +
fase secundaria

P-O
(ligagé&o)

P-O
(estiramento)

Intensidade Relativa (u. a.)

Ca-P

(amorfo)\

P-O

(estiramento) (ligacao)

P-O

P-O
(estiramento) (ligagé&o)

Ca-P
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‘ ‘ S i Si-0-Si ' P Si-0-Si
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Figura 4.8 - Espectroscopia de Infravermelho para amostras de (a) Bioglass

45S5, (b) Biosilicato® e (c) Biosilicato® contendo a fase secundaria, expostas a

solucéo de SBF durante periodos variando entre 1h e 48h.
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A formacdo de um filme rico em fosfato de calcio amorfo pode ser
observada por um pico largo a 560 cm™. Este pico se torna mais definido
conforme o tempo de reacdo aumenta, sendo posteriormente dividido em dois
modos, a 602 e 560 cm™, que sdo caracteristicos da HCA. A divisdo em dois
picos indica que o fosfato de calcio amorfo estd comecando a cristalizar,
formando a HCA. Simultaneamente, a formag&o da HCA cristalina na superficie
das amostras produz um pico relativo ao estiramento da ligacdo P-O a 1050

cm™.

Bioglass - 4585

Biosilicato

®
Biosilicato + fase secundaria

575cm’

Intensidade Relativa (u.a.)

T ; ! ' T ' | T
1400 1200 1000 800 600 40

Numero de Onda (cm'1)

Figura 4.9 - Espectros de FTIR ampliados para o Bioglass, Biosilicato® e

Biosilicato® contendo a fase secundéria, sem exposicdo ao SBF-K9.

Conforme a camada cristalina de fosfato de célcio cresce, os picos duplos
referentes & ligacdo P-O (560 e 602 cm™) e ao estiramento da ligacdo P-O
(1050 cm™) se tornam mais agudos e passam a “dominar” o espectro. Os picos
atribuidos a camada rica em silica sdo gradualmente cobertos até desaparecer,
em 8h para o Bioglass, em 16h para o Biosilicato® e em 8h para o Biosilicato®
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contendo a fase secundaria. Em seguida, surge um terceiro pico referente a
ligacdo P-O a 490 cm™, caracterizando uma camada bem cristalizada de HCA.
Este terceiro pico surge ap6s 10h para o Bioglass e 12h para o Biosilicato®
(contendo ou ndo a fase secundaria). Apos esse tempo, os espectros de FTIR
mostram apenas picos atribuidos a HCA cristalina.

Como pode ser observado em detalhe na Figura 4.9, a Unica diferenca
que pode ser notada entre os espectros do Biosilicato® contendo ou ndo a fase
secundaria (ambos sem exposicédo ao SBF) é a presenca de um “ombro” a 575
cm™, que posteriormente desaparece com apenas lh de exposicdo ao SBF.

Como dito anteriormente, quando a HCA comega a se cristalizar a partir
do fosfato de célcio amorfo, ocorre o estreitamento do pico largo a 590 cm™ e
um novo pico surge a 602 cm™. Desta forma, podemos considerar o tempo
para o surgimento deste pico a 602 cm™ como sendo o tempo necessario para
o inicio da formacdo da HCA [63]. Através da Figura 4.10, podemos concluir
que o inicio da formacédo de HCA se d& ap6s 6h de exposicdo ao SBF no caso
do Bioglass, 10h para o Biosilicato® e de apenas 4h para o Biosilicato®
contendo a fase secundéria.

Com base nestes resultados pode-se afirmar que o Biosilicato® contendo
a fase secundaria é mais bioativo que o Biosilicato® sem a fase secundaria,
pois o0 aparecimento da HCA ocorre em tempos menores nas mesmas
condicbes. Desta forma, o nivel de bioatividade do Biosilicato® seria
comparavel ao do Bioglass - 45S5, que possui 0 maior nivel de bioatividade
dentre os materiais conhecidos atualmente. Este resultado mostra-se
surpreendente quando consideramos que a fase secundaria esta presente em
pequena quantidade (a < 1,5%).

Uma possivel explicacdo para o aumento da bioatividade seria que a fase
secundaria € mais soluvel e os ions P sao liberados na solucéo de forma mais
rapida, criando um “micro-ambiente” favoravel a nucleacdo e crescimento da
HCA; isso quer dizer que as etapas IV e V da reacdo de formacdo da HCA

ocorrem localmente de forma mais rapida.
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Figura 4.10 - Espectros de FTIR para o Bioglass, Biosilicato® e para o
Biosilicato® contendo a fase secundaria, para tempos de exposicdo ao SBF

variando de 4 a 12h.

4.2. Estimava da densidade teérica do Biosilicato® contendo a fase
secundéaria

Conhecendo-se as duas fases cristalinas presentes, suas respectivas
densidades tedricas e quantidades relativas, é possivel estimar a densidade do
Biosilicato® através do modelo de Voigt para compésitos. Assim, no caso do

Biosilicato®, podemos reescrever a equac&o 3.6:

Psiosilicap — (aFaséL X pFaséL) + (aFaseZ X IOFaseZ) 4.2

De acordo com a base de dados WebMineral [87], a densidade tedrica da
fase primaria é 2,81 g/cm® enquanto que a densidade teérica da fase

secundaria é 3,26 g/cm?.
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Como pode ser observado na figura 4.4, para um tratamento térmico de
3h a 900°C, o Biosilicato® passa a ser constituido de aproximadamente 1,3%
em volume da fase secundaria, sendo o restante representado pela fase
primaria. Assim sendo, é possivel estimar a densidade teérica do Biosilicato®

através da equacéo 4.2:
Phiosilicato — (01987 X 2’81) + (01013X 3;26) = 2,8169 /Cm3

O valor obtido para a densidade tedrica do Biosilicato® (2,816 g/cm?®) foi
utilizado posteriormente na equacgéo 3.5 para o calculo da porosidade total dos
scaffolds (item 4.5).

4.3. Distribuicdo do tamanho de particulas do Biosilicato®

A distribuicdo de tamanho de particulas do Biosilicato® moido (conforme
procedimento descrito no item 3.6.1) foi obtida em analisador de particulas
(Horiba LA-930).

10

Frequéncia (%)

LI | T T T T T T T

01 ] 10
Diametro (um)

Figura 4.11 - Distribuicdo do tamanho de particulas do Biosilicato® apds

processo de moagem.
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As particulas de Biosilicato® possuem uma distribuicdo larga (Figura
4.11), variando entre 0,2 e 12 um, com tamanho médio de particulas de 2,7
um. Este pd foi utilizado na confeccdo de amostras para os testes de

sinterizagdo e na fabricag&o de scaffolds.

4.4. Testes de sinterizagéo

Os testes de sinterizagao foram realizados para temperaturas entre 800° e
1100°C com a finalidade de se determinar as melhores condi¢cdes de
sinterizacdo do Biosilicato®, ou seja, 0 compromisso entre temperatura e tempo

que proporcionam uma densificacdo rapida e eficiente.
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Figura 4.12 - Porosidade aparente (Pap) em fungcdo do tempo de tratamento

térmico, para temperaturas variando entre 800 e 1100°C.
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Para estes testes utilizaram-se as amostras prensadas conforme descrito
no item 3.6.1, que possuiam densidade a verde de aproximadamente 1,99 +
0,06 g/cm®. Foram calculadas a porosidade aparente (Pap), a densidade
aparente (Dap), a retracdo linear axial (RLA) e a retracdo linear diametral

(RLD), conforme descrito em materiais e métodos (item 3.6.3).
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Figura 4.13 - Porosidade aparente (Pap) em funcao do tempo de permanéncia,
para temperaturas variando entre 975 e 1100°C.

Cada ponto do gréfico (Figura 4.12) representa a média aritmética de trés
medidas, realizadas em trés amostras diferentes de Biosilicato® sinterizado.
Estes valores foram obtidos utilizando-se a equacdo 3.1. As barras de erro
correspondem ao desvio padrdo destas trés medidas. Como pode ser
observado, a faixa de temperatura de interesse reside entre 975 e 1100°C,

onde uma porosidade aparente menor do que 2% pode ser alcangcada. O
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comportamento da porosidade aparente para esta faixa de temperatura pode
ser mais bem visualizado na Figura 4.13.

Observa-se que com apenas 1h de permanéncia nas temperaturas de
1050, 1075 e 1100°C, é possivel obter uma porosidade aparente menor do que
1,5% (Figura 4.13). Para se obter valores de porosidade abaixo de 1,5% nas
temperaturas de 1025, 1000 e 975°C, por sua vez, sdo necessarios tempos de
permanéncia de 2h, 3h e 5h, respectivamente. Para a faixa de temperatura em
questao (1000 - 1100°C), os valores de porosidade aparente obtidos apds um
tempo de permanéncia de 3h sdo muito proximos. A leitura em conjunto destes
resultados indica que a temperatura 6tima de sinterizacdo estad na faixa de
1050 a 1100°C.
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Figura 4.14 - Densidade aparente (Dap) em funcdo do tempo de permanéncia,

para temperaturas variando entre 975 e 1100°C.
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Utilizando a equacao 3.2, foi possivel calcular a densidade aparente das
amostras sinterizadas. O calculo foi realizado para a faixa de interesse (975 —
1100°C); os resultados séo apresentados na Figura 4.14.

O maior valor de densidade aparente foi obtido para a temperatura de
1075°C (Figura 4.14). Mesmo com o aumento do tempo de permanéncia a esta
temperatura, a densidade aparente ndo apresentou aumento substancial,
residindo em torno de 2,59 g/cm?.

A retracao linear axial das amostras sinterizadas também foi medida, e os

resultados apresentados na Figura 4.15:
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Figura 4.15 - Retracao linear axial em funcdo do tempo de permanéncia, para

temperaturas variando entre 975 e 1100°C.

Neste caso, a maior retracao linear (~10,7%) foi obtida para a temperatura
de 1100°C. Da mesma forma, foi possivel medir a retracdo linear diametral,

como pode ser observado na Figura 4.16:
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Figura 4.16 - Retracdo linear diametral em funcédo do tempo de permanéncia,

para temperaturas variando entre 975 e 1100°C.

Apos 3h de tratamento térmico, as amostras sinterizadas em temperaturas
na faixa de 1000 - 1075°C apresentam valores de retracdo préximos, em torno
de 9,75%. No caso da temperatura de 1100°C, a retracdo linear sofre uma
reducdo consideravel passando de 9,6% (1h de permanéncia) para 8,6% (5h
de permanéncia). A maior retragdo linear (~10%) foi alcangcada para a
temperatura de 1075°C por 1h. A esta temperatura também é possivel notar
uma pequena diminuicdo da retracdo linear com o tempo de sinterizacao,
passando de 10% com 1h de para 9,7% com 5h. Uma possivel explicacdo para
a diminuicdo da retracao linear com o tempo de permanéncia nestas duas
temperaturas (1075 e 1100°C) seria a formacéao de fase liquida e o aumento de
sua quantidade com o tempo de sinterizacdo, provocando um “abaulamento”
lateral nas amostras (Figura 4.17). Este abaulamento ocorreria em decorréncia
da presenca da fase liquida e da acédo da forca da gravidade. Neste caso, 0
efeito da acdo da gravidade é concorrente e sobrepfe-se ao efeito da retracédo

devido a sinterizacéo.
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Figura 4.17 - Representacdo esquematica do abaulamento lateral em amostra

sinterizada devido a possivel formacéao de fase liquida.

A retracao linear axial ndo apresenta este mesmo comportamento, pois no
sentido vertical, a retracdo devido a sinterizacdo e a fluéncia devido a forca da
gravidade atuam conjuntamente. De forma a comprovar a hipotese da
presenca da fase vitrea, amostras sinterizadas a 900°C, 1075°C e a 1100°C
(1h) foram caracterizadas por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) (Figura
4.18).
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Figura 4.18 - DSC de amostras sinterizadas isotermicamente a 900°C/1h,
1075°C/1h e 1100°C/1h, e de um scaffold sinterizado a 1075°C/1h de maneira

nao-isotérmica.
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As amostras sinterizadas a 1075°C e 1100°C apresentam uma mudanca
na linha base no sentido endotérmico na temperatura de 350°C (Figura 4.18),
gue pode ser atribuido a transicdo vitrea, confirmando a presenca de fase
vitrea. Esta mudanca ndo é observada na amostra sinterizada a 900°C. Todas
as amostras analisadas apresentam um pico endotérmico a aproximadamente
675°C, que estaria relacionado a uma transformacdo alotropica de alta
temperatura; esta transformacédo é reversivel, como observado nas curvas de
resfriamento.

A presenca de fase vitrea também foi confirmada por microscopia o6tica:

‘
() (b)
(c) (d)

Figura 4.19 - Imagens obtidas por microscopia oOtica mostrando a evolugédo da
fase vitrea nas amostras sinterizadas a 1075°C/1h (a), 1075°C/5h (b),
1100°C/1h (c) e 1100°C/5h (d).
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As regibes de coloragao ligeiramente mais escura nas imagens a-d
(Figura 4.19) representam a fase vitrea presente nos contornos de grao da fase
majoritaria. A quantidade de fase vitrea aumenta ligeiramente com o tempo de
sinterizacao.

Os resultados de porosidade e densidade aparente sugerem que a melhor
temperatura de sinterizacdo é de 1075°C. De forma a minimizar a quantidade
de fase vitrea formada, amostras foram sinterizadas a 1075°C por 30 minutos.
Porém, a densidade aparente obtida foi menor do que a densidade obtida para
as amostras sinterizadas a 1075°C por 1h (Figura 4.14). Portanto, o tempo de
sinterizacdo escolhido para a queima dos scaffolds foi de 1 hora.

Como sera mostrado adiante (item 4.4.5), a queima dos scaffolds ocorre
de maneira nao-isotérmica; assim sendo, a maior parte de fase vitrea formada
deve cristalizar-se durante o lento resfriamento dos scaffolds. Esta hipétese é
confirmada através da analise de DSC do scaffold, cuja curva apresenta uma
ligeira mudanca da linha base relativa a transicao vitrea na temperatura de
350°C (Figura 4.18).

4.5. Caracterizacdo dos agentes porogénicos

4.5.1. Distribuicdo do tamanho de particulas

Uma vez que o indice de refracdo das particulas € desconhecido, o
tamanho médio e a distribuicdo do tamanho das particulas foram determinados
diretamente através de andlise de imagens obtidas por microscopia o6tica. Para
cada agente porogénico, foram medidas 1500 particulas a fim de se obter uma
estatistica confiavel.

Com a excecédo das microesferas de polietileno, os agentes porogénicos
apresentam distribuicbes de tamanho de particulas bem préximas (Figura
4.20). As microesferas de polietileno apresentam uma distribuicédo ligeiramente

mais estreita, porém com tamanho médio de particulas proximo ao do amido de
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milho (~ 430 um). O amido de mandioca e o negro de fumo apresentam um

tamanho médio de particulas em torno de 455 um.
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Figura 4.20 - Distribuicdo do tamanho de particulas dos agentes porogénicos.

4.5.2. Morfologia dos agentes porogénicos

Para uma observacdo da morfologia, os agentes porogénicos, com a
excecdo do naftaleno, foram analisados por microscopia eletrbnica de
varredura.

O amido de milho (Figura 4.21 a-b) é composto por particulas
irregulares, sendo que algumas destas possuem a forma de placas. Todas as
particulas observadas possuiam “estruturas” menores aderidas na superficie
(Figura 4.21 c-d); sugere-se que estas sejam colénias de microorganismos que
se desenvolveram no material, embora este tenha sido secado em estufa a

80°C e mantido em dessecador de vidro.
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Figura 4.21 - Microscopia eletronica de varredura do amido de milho.

A Figura 4.22 mostra que, além de possuir particulas irregulares, o
amido de mandioca é também constituido por fibras com aproximadamente 72
um de espessura e varios milimetros de comprimento, que podem prejudicar o
empacotamento no momento da conformagéo por prensagem.

De maneira similar ao caso do amido de milho, microorganismos
aderidos a superficie das particulas do amido de mandioca puderam ser
novamente observados (Figura 4.22 c-d). Diferentemente do que se pensava,
uma boa parte das microesferas de polietileno é constituida por particulas
irregulares (Figura 4.23), originadas pela fusdo de particulas esféricas
menores.
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Figura 4.22 - Microscopia eletronica de varredura do amido de mandioca.
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Figura 4.23 - Microscopia eletronica de varredura das microesferas de

polietileno.

O negro de fumo por sua vez, é formado por granulos de forma
predominantemente arredondada (Figura 4.24). Apesar dos granulos nao
serem 0cos, apresentam baixa resisténcia mecanica, devendo ser manipulados

com cautela.
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Figura 4.24 - Microscopia eletronica de varredura dos granulos de negro de

fumo.

4.5.3. Picnometriade hélio

Para os calculos de formulacdo das barbotinas, era necessario conhecer
as densidades de todos os materiais utilizados em sua preparacéao, incluindo os
agentes porogénicos. Desta forma, as densidades foram determinadas por

picnometria de hélio. Os resultados obtidos séo apresentados na tabela 3:

Tabela 3 — Densidade dos agentes porogénicos determinada através de
picnometria de hélio.

Material Densidade (g/cm?®)
Naftaleno 1,167 £ 0,003
Amido de Mandioca 1,417 + 0,003
Amido de Milho 1,474 + 0,003
Negro de Fumo 1,945 + 0,003
Microesferas de Polietileno 0,917 £ 0,002
Biosilicato® 2,787 + 0,003
PVB - B98 1,134 + 0,001
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Para a determinacdo da densidade do Biosilicato®, utilizou-se o pé
obtido através do procedimento de moagem descrito no item 3.1. Outros
estudos [88] reportam que a densidade do Biosilicato® esta em torno de 2,74
g/cm®; porém este valor foi obtido através da medida de amostras densas,
utilizando-se a técnica de imersdo em liquido. A medida por picnometria de
hélio foi repetida trés vezes e valores muito proximos ao apresentado na tabela

3 foram obtidos.

4.5.4. Preparacdo das barbotinas contendo Biosilicato®

45.4.1. Viaadicao de agentes porogénicos

Como foi dito na secdo 3.13.1, para a preparacdo das barbotinas
estabeleceu-se uma suspensao contendo 30% em volume de sélidos, 3% vol.

de PVB e 67% vol. de alcool isopropilico.

80% vol.
Agente Porogénico

30% vol.

Solidos

20% vol.
Barbotina Biosilicato®
(20 mL)

4,3% vol.
PVB

70% vol.
Liquidos

95,7% vol.
Alcool Isopropilico

Figura 4.25 - Representacdo da composi¢cao das barbotinas.

~

A porcentagem referente a parte solida (30% vol.) foi constituida por
80% vol. do agente porogénico e 20% vol. de Biosilicato®, visando & obtencao
de scaffolds com uma macroporosidade de 80% em volume. Neste



80

procedimento, o PVB foi considerado como parte do liquido, uma vez que

estaria dissolvido no alcool (Figura 4.25).

A tabela 4 apresenta os dados calculados para um volume de 20 ml para

cada tipo de barbotina, contendo os diferentes tipos de agentes porogénicos:

Tabela 4 - Barbotinas: composi¢oes e dados.

Componentes Barbotina 1 | Barbotina 2 | Barbotina 3 | Barbotina 4 | Barbotina 5
g (g/cm3) 1,167 - - - -
Naftaleno Val. (mL) 48 - - - -
Massa (g) 5.6016 - - - -
p (9/cm3) - 1,474 - - -
Amido Milho Val. (mL) - 4.8 - - -
Massa (g) - 7,0752 - - -
p (g/cm3) - - 1417 - -
Amido Mandioca Vol. (mL) - - 438 - -
Massa () - - 6.8016 - -
p (g/cm3) - - - 0,917 -
Microesferas PE Val. (mL) - - - 48 -
Massa (g) - - - 4,4016 -
p (g/cm3) - - - - 1,945
Negro de Fumo Vol. (mL) - - - - 4,8
Massa (q) - - - - 9,336
p (g/cm3) 2,787 2,787 2,787 2,787 2,787
Biosilicato® Val. (mL) 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2
Massa (q) 3.3444 3.3444 3.3444 3,3444 3,3444
p (g/cm3) 1,134 1,134 1,134 1,134 1,134
PVB Vol. (mL) 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Massa (g) 0,6804 0,6804 0,6804 0,6804 0,6804
p (g/cm3) 0,79 0,79 0,79 0,79 0,79
Alcool Isopropilico Val. (mL) 134 134 134 134 13,4
Massa (q) 10,586 10,586 10,586 10,586 10,586

4.5.4.2. Método daréplica

No caso do método da réplica, foi preparada 100 ml de uma barbotina
contendo 40% em peso de Biosilicato®, 57% em peso de &lcool isopropilico e
3% em peso de PVB. Este procedimento € similar ao utilizado por Boccaccini et
al. [32] para a preparacdo de uma barbotina contendo Bioglass®. Porém,
utilizou-se o alcool isopropilico como meio liquido e o PVB como ligante, ao
invés de 4gua destilada e PVA.
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4.5.5. Andlise termogravimétrica

Com o objetivo de determinar a melhor temperatura de remocao dos
agentes porogénicos, estes foram submetidos a analises termogravimeétricas;
os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 4.26. Estes dados foram de

fundamental importancia no planejamento da queima dos scaffolds.
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Figura 4.26 - Andlises termogravimétricas do naftaleno (a), amido de mandioca
(b), amido de milho (c), microesferas de polietileno (d), negro de fumo (e), do
PVB (f) e da espuma de poliuretano (g).

Na Figura 4.26 destacam-se o intervalo de temperatura onde os agentes
porogénicos sofrem a maior perda de massa e o0 pico da derivada
termogravimétrica, que indica a maxima taxa de decomposicédo. Estabeleceu-
se 0 pico da derivada como sendo a temperatura 6tima para a remocao rapida
dos agentes porogénicos, que corresponde a 156°C para o naftaleno, 296°C
para o amido de milho e 290°C para o amido de mandioca. No caso das
microesferas de polietileno, existem dois picos de maxima decomposicdo: um a
374°C e outro a 453°C. A curva de perda de massa do negro de fumo néo
apresenta um ponto de inflexdo bem definido; mas a derivada da curva revelou
dois eventos de maxima decomposi¢cdo, o primeiro a 602°C e o segundo a
880°C. O PVB apresenta um pico de maxima decomposi¢cdo na temperatura de
386°C.

O naftaleno, o amido de milho e o amido de mandioca representam a
condicéo ideal de remocéao, ou seja, estes podem ser removidos anteriormente
a eliminacdo do PVB, que seria o responsavel por manter a integridade
dimensional dos scaffolds. A decomposicdo das microesferas de polietileno
ocorre a uma temperatura muito proxima a do PVB; o negro de fumo foi o Unico
agente porogénico utilizado em que sua temperatura ideal de remocdo é

superior a temperatura de remocao do PVB.
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Tendo em vista os resultados obtidos nos testes de sinterizacdo do

Biosilicato® e nas anélises termogravimétricas, adotou-se a seguinte estratégia

para a queima dos scaffolds:

1.

Aquecimento do scaffold conformado da temperatura ambiente até a
temperatura de maxima taxa de perda de massa do respectivo agente
porogénico, a uma taxa de aquecimento de 1°C/min;

Tempo de patamar de 1h nesta temperatura;

Novo aquecimento a 1°C/min até a temperatura de maxima taxa de
perda de massa do PVB (386°C);

Tempo de patamar de 1h a esta temperatura;

Aguecimento a uma taxa de 5°C/min até a temperatura Otima de
sinterizac&o do Biosilicato® (1075°C);

Tempo de patamar de 1h a 1075°C;

Resfriamento a uma taxa de 5°C/min até a temperatura ambiente.

A remocao das microesferas de polietileno e da espuma de poliuretano

ocorreu com um patamar adicional de 1h na temperatura correspondente ao

segundo pico de maxima decomposi¢édo. No caso do negro de fumo, o segundo

pico situa-se a 880°C, temperatura onde j& ocorre a sinterizagdo do

Biosilicato®. Assim sendo, ao invés de um novo patamar na temperatura de

880°C, o patamar na temperatura de 602°C foi estendido de 1h para 3h.

4.6. Caracterizacao dos scaffolds

4.6.1.

Scaffolds obtidos através da adi¢cdo de agentes porogénicos

Na Figura 4.27, sédo apresentadas as micrografias da superficie de fratura

dos scaffolds obtidos através da utilizacdo do naftaleno como agente

porogénico. Para se ter uma melhor idéia da interconectividade dos poros,

também foram incluidas micrografias dos scaffolds embutidos com resina

epoxi.
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Figura 4.27 - Imagens dos scaffolds de Biosilicato® obtidos a partir da utilizacéo
do naftaleno como agente porogénico: superficie de fratura (a-c) e embutidos
em resina epoxi (d-f).
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Embora uma baixa presséo (~ 20 MPa) tenha sido usada na 1° etapa de
prensagem dos scaffolds, esta foi suficiente para promover a deformacdo do
naftaleno. Esta deformacdo foi responsavel pela obtencdo de poros
“achatados” e parcialmente orientados perpendicularmente a direcdo de
prensagem.

Sabe-se que o naftaleno é parcialmente soluvel em &lcool isopropilico, o
gue causa a diminuicdo do tamanho das particulas durante a etapa de
preparacdo da barbotina. Além disso, durante a secagem da barbotina, o
naftaleno dissolvido no &lcool recristaliza na forma de pequenos cristais, dando
origem a uma microestrutura composta por poros menores (Figura 4.27 - f).
Esta microestrutura porosa mais fina ndo € interessante no que concerne a
vascularizacéo do scaffold ou suas propriedades mecanicas.

Foi obtida uma porosidade total (P1) de 70% e uma porosidade aparente
(Pap) de 62%. Isto significa que aproximadamente 8% da porosidade total é
formada por poros fechados, os quais ndo séo interessantes. Neste caso a
macroporosidade (MP) nao foi calculada, pois ndo haveria precisdo devido a
presenca dos poros pequenos que escapam ao limite de resolucéo do software
Image-J. Os scaffolds obtidos através do uso do naftaleno apresentaram uma
retracdo linear diametral (RLD) média de 20%.

Na Figura 4.28, sao apresentadas as micrografias da superficie de
fratura dos scaffolds obtidos através da utilizagdo do amido de milho como
agente porogénico.
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Figura 4.28 - Imagens dos scaffolds de Biosilicato® obtidos a partir da utilizacdo
do amido de milho como agente porogénico: superficie de fratura (a-d) e

embutidos em resina epoxi (e-f).

A

Figura 4.29 - Exemplo de imagem tratada no software Image-J para a

determinacao da macroporosidade do scaffold.
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Neste caso, os scaffolds apresentaram uma porosidade total de
aproximadamente 68% e uma porosidade aparente de aproximadamente 64%.
A macroporosidade, ou seja, a porosidade induzida, foi calculada através da
manipulacdo da micrografia do scaffold embutido em resina pelo software
Image-J (Figura 4.29).

A macroporosidade obtida através da analise das imagens foi de 59%, o
gue indica que aproximadamente 9% da porosidade total € composta por
microporos, que nao podem ser identificados pelo software. Os scaffolds
obtidos através do uso do amido de milho apresentaram uma retracao linear
diametral média de 32%, 12% superior ao caso do naftaleno.

Na Figura 4.30, sdo apresentadas as micrografias da superficie de
fratura dos scaffolds obtidos através da utilizacdo do amido de mandioca como

agente porogénico.
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Figura 4.30 - Imagens dos scaffolds de Biosilicato® obtidos a partir da utilizacéo

do amido de mandioca como agente porogénico: superficie de fratura (a-d) e

embutidos em resina epoxi (e-f).

Neste caso, foi obtida uma porosidade total de 71% e uma porosidade
aparente de 68%. A analise das imagens revelou uma macroporosidade de
aproximadamente 60%, indicando que apenas 11% da porosidade total é
formada por microporos (poros abaixo de 10 um). Como pode ser notado na
Figura 4.30 e-f, a interconectividade é ligeiramente superior a do caso anterior.
A retracdo linear diametral obtida foi de 33%.

Na Figura 4.31, sdo apresentadas as micrografias da superficie de
fratura dos scaffolds obtidos através da utilizacdo das microesferas de

polietileno como agente porogénico.
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Figura 4.31 - Imagens dos scaffolds de Biosilicato® obtidos a partir da utilizacéo
das microesferas de polietileno como agente porogénico: superficie de fratura

(a-d) e embutidos em resina epoxi (e-f).

Neste caso, a porosidade total obtida foi de 67% e a porosidade
aparente de 45%, o que indica que aproximadamente 22% da porosidade total
€ constituida por poros fechados. A andlise de imagens revelou uma
macroporosidade em torno de 48%, ou seja, 19% da porosidade total
corresponde a poros muito pequenos.

A interconectividade dos poros é baixa, sendo que alguns poros nao
preenchidos pela resina epoxi podem ser observados (Figura 4.31 e-f). A
retracdo linear diametral obtida foi de 37%, sendo a mais alta entre todos

scaffolds.
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Na Figura 4.32, sdo apresentadas as micrografias da superficie de
fratura dos scaffolds obtidos através da utilizagdo do negro de fumo como

agente porogénico:

3 9 UFSCar - DEMa - L( ] 5 3 UFSCar - DE Ma - LCE

Figura 4.32 - Imagens dos scaffolds de Biosilicato® obtidos a partir da utilizacéo
do negro de fumo como agente porogénico: superficie de fratura (a-d) e
embutidos em resina epoxi (e-f).
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No caso destes scaffolds, a porosidade total é de 87% e a porosidade
aparente € de aproximadamente 84%. A analise de imagens revelou uma
macroporosidade alta, em torno de 80%. O fato do valor da macroporosidade
ser muito préximo da porosidade total indica que a porosidade intrinseca é
pequena. Nota-se que a interconectividade dos poros é muito superior aos
casos anteriores (Figura 4.32). A retragao linear diametral obtida foi de 21%.

Através da metodologia descrita no item 3.15.3, mediu-se a distribuicdo
da abertura dos canais interconectados e a abertura média dos canais
interconectados (Ameq) para os scaffolds obtidos pela utilizacdo dos diferentes
agentes porogénicos. Devido ao aumento utilizado, apenas poros acima de 10
um puderam ser medidos.

Como pode ser observado na Figura 4.33, o melhor resultado foi
alcancado com a utilizacdo do negro de fumo, onde aproximadamente 50% dos
poros possuem tamanho ideal (> 200 um). No caso dos demais agentes
porogénicos, 10% dos poros estao acima de 200 pum.

A abertura média dos canais interconectados (Ames) € de
aproximadamente 80 um para os scaffolds obtidos a partir do uso do naftaleno
e por volta de 100 um para os scaffolds obtidos a partir do uso das
microesferas de polietileno e dos amidos como agente porogénico. Os
scaffolds obtidos através do uso do negro de fumo possuem abertura média de
aproximadamente 230 um, valor considerado satisfatério para a aplicagdo
proposta.

Para efeito de comparacdo, os parametros porosidade total (PT),
porosidade aparente (Pap), macroporosidade (MP), abertura média dos canais
interconectados (Ameq) € retracdo linear diametral (RLD) obtidos para os
scaffolds sdo apresentados na tabela 5. Os erros destes valores correspondem

ao desvio padrao de dez amostras.
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Figura 4.33 - Frequiéncia acumulada (%) em funcdo da abertura média entre os

canais para scaffolds obtidos através do uso de diferentes agentes

porogénicos.

Tabela 5 - Valores de porosidade total, porosidade aparente, macroporosidade,

abertura média de canal e retracdo linear diametral, dos scaffolds obtidos

através da adicdo de diferentes agentes porogénicos.

Agente Porogénico Py (%) Pap(>0) MP (%) Amed (lLmM) RLD {%)
Maftaleno fo+1 6212 - 80 20 1
Amido de Milho 68 +2 64+ 3 594 110 32 +1
Amido de Mandioca 71 +1 682 60 2 105 331
Microesferas de PE 67 2 45 + 3 48 £ 2 110 37 1
Negro de Fumo 87+2 8413 804 230 21111
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Durante o procedimento de queima dos agentes porogénicos para a
determinacao da perda ao fogo (item 3.16), foi observado que o amido de milho
e 0 amido de mandioca fundem parcialmente e retraem (Figura 4.34 - a), 0 que
pode ter causado a fluéncia da estrutura do scaffold e a reacomodacédo das
particulas de Biosilicato®. Isto explicaria a obtencdo de uma retracdo linear
superior a 30% e de poros da ordem de apenas 100 um.

No caso das microesferas de polietiieno este efeito é ainda mais
pronunciado (Figura 4.34 - b), pois um liquido de baixa viscosidade € gerado a
temperaturas baixas como 120°C, levando a uma maior quantidade poros
fechados e a uma alta retracéo linear (~ 37%).

A porosidade dos scaffolds obtidos através do uso do negro de fumo

pode ser otimizada utilizando-se granulos com um tamanho médio superior.

(b)

Figura 4.34 — Fusao e retracdo durante a queima do amido de milho (a) e das

microesferas de polietileno (b).

4.6.2. Residuos inorgéanicos gerados pelos agentes porogénicos

Com o objetivo de identificar a presenca de residuos inorganicos, os
agentes porogénicos foram queimados através de um procedimento que simula
a gqueima dos scaffolds, conforme descrito no item 3.16.

Apds a queima do amido de milho, observou-se a formacdo de uma
espécie de ‘“vidrado” (Figura 4.35), possuindo manchas claras e manchas
menores avermelhadas, o que a principio indicaria a presenca de grandes
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concentracfes de silica. O residuo corresponde a apenas 0,5 % da massa
inicial; isto equivale dizer que a perda ao fogo (para o procedimento de queima
descrito) foi de 99,5 %.

10 mm

Figura 4.35 - Imagens do residuo obtido apds a queima do amido de milho.

U.I'._.l
= A

= =
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

]
]

—
=

Ca

o]

Eneargy (ke
(a)



95

cps
B0 —
40
20
] o Al ”
E M Ca Fe
a r | , — R S BRI b
z 4 i &

Energy (ke
(b)
Figura 4.36 - Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) da regido clara (a) e

da regido avermelhada (b) do residuo obtido apds a queima do amido de milho.

Para determinar a composicdo quimica, o residuo foi analisado por
espectroscopia de energia dispersiva (EDS). Os resultados revelaram que a
regido mais clara é rica em O, P, K e Al, contendo pequenas quantidades de
Ca, Si e Mg (Figura 4.36 - a).

A regidao avermelhada, por outro lado, € rica em P, O e N, contendo
pequenas quantidades de K, Ca, Al e Fe, sendo este ultimo o possivel
responsavel pela coloracdo (Figura 4.36 - b). Na regido avermelhada, ndo
foram identificados Si ou Mg.

Diferentemente do caso anterior, obteve-se um pé de coloracao
amarelada ap6s a queima do amido de mandioca (Figura 4.37). O residuo
representou apenas 0,6% da massa inicial, ou seja, a perda ao fogo foi de
99,4%.



10 mm

Figura 4.37 - Imagens do residuo obtido apos a queima do amido de mandioca.

Andlise por EDS revelou a presenca de O, K e Al e de pequenas
guantidades de Ca, P e Si (Figura 4.38).
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Figura 4.38 - Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) do residuo obtido

apos a queima do amido de mandioca.

No caso do negro de fumo, o residuo obtido apdés a queima também
apresentou-se na forma de po, porém de coloracdo mais escura (Figura 4.39).
O residuo representou apenas 0,1 % da massa inicial (perda ao fogo de 99,9
%).
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Figura 4.39 - Imagens do residuo obtido apo6s a queima do negro de fumo.

A analise por EDS apontou a presenca de quantidades maiores de O, Si e
Al (Figura 4.40). Elementos como K, Na e Ca estdo presentes em
concentracbes menores. Também foram detectados tracos de Fe e Ti,

possiveis responsaveis pela coloracéo escura do pé.
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Figura 4.40 - Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) do residuo obtido

apos a queima do negro de fumo.

Na tabela 6, sdo apresentados a composicdo quimica dos residuos

obtidos apds a queima dos agentes porogénicos e 0s respectivos valores de
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perda ao fogo. E necessario ressaltar que a andlise por EDS nos fornece

apenas uma idéia semi-quantitativa da composi¢do quimica dos residuos.

Tabela 6 - Composicdo quimica determinada por EDS dos residuos gerados
apos a queima dos agentes porogénicos e seus respectivos valores de perda

ao fogo.

Amido de Milho Amido de Mandioca | Megro de Fumo

Elementos

(ppm)

{(ppm)

{(ppm)

Regido Avermelhada

Regido Clara

K

325

560

1085

40

Ma

30

Ca

35

25

190

30

Mg

70

110

Al

280

400

520

70

8i

125

50

145

Fe

30

20

Ti

5

P

790

540

60

S

5

0

3470

3250

4090

660

Perda ao Fogo (%)

99.5

994

SR

Ndo foram observados residuos ap6s a queima do nafataleno, das
microesferas de polietileno e da espuma de poliuretano. Os residuos nao foram
observados durante as andlises da superficie de fratura dos scaffolds por
microscopia eletrbnica de varredura. Embora os residuos estejam presentes
em pequenas quantidades, testes de citotoxicidade direta devem ser realizados

para que se possa concluir se a presenca destes € prejudicial ou néo.

4.6.3. Scaffolds obtidos através do método da réplica

Na figura 4.41, sdo apresentadas as micrografias da superficie de fratura
dos scaffolds obtidos através do método da réplica. Para se ter uma melhor

idéia da interconectividade dos poros e compara-la com os scaffolds obtidos via
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adicdo de agentes porogénicos, também foram incluidas micrografias dos

scaffolds embutidos com resina epoxi.
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Figura 4.41 - Imagem da superficie de fratura (a-f) e secéo transversal dos
scaffolds de Biosilicato® embutidos em resina epéxi (g-h), obtidos a partir do

método da réplica. As setas brancas indicam a presenca de células fechadas.

Os scaffolds obtidos por esta técnica possuem uma estrutura celular
altamente porosa e interconectada. No caso destes scaffolds, a porosidade
total obtida pelo método geométrico é de aproximadamente 96% (+3%). A
analise de imagens revelou uma macroporosidade extremamente alta, em
torno de 92% (+2%). Por se tratar de uma estrutura celular, ndo foi aplicada a
metodologia descrita no item 3.15.3 para a medida da distribuicdo da abertura
dos canais interconectados; ao inves disso, mediu-se a abertura média das
células das imagens da superficie de fratura dos scaffolds. Neste caso, a
abertura das células esta na faixa de 435 - 945 um, com um valor médio de
650 um, 0 que seria mais do que suficiente para garantir a vascularizagcado do
scaffold.

Pode ser observado em destaque (figura 4.41 b-d) a existéncia de
algumas células parcialmente fechadas, decorrentes da remog¢éo incompleta da
barbotina. Observa-se também que a estrutura celular obtida é oca (figura 4.41
e-f), o que também contribui de maneira substancial para a diminuicdo das
propriedades mecéanicas do scaffold. Isto significa que a retracdo do
Biosilicato® ocorrida na queima n&o é suficiente para eliminar o espaco vazio

deixado pela espuma de poliuretano apdés a queima. Devido a estrutura oca
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obtida e ao tamanho de poros excessivamente grande, os scaffolds obtidos
apresentaram baixa resisténcia mecanica, chegando a comprometer o
manuseio. Tanto a presenca de células parcialmente fechadas como a
formacdo de uma estrutura oca representam uma limitacdo da técnica da
réplica ja observada por outros autores [32, 45].

A resisténcia mecanica de scaffolds obtidos por esta técnica pode ser
maximizada com a utilizacdo de uma espuma com abertura de célula inicial
menor ou com a aplicagdo de um recobrimento polimérico sobre o scaffold,
utilizando-se polimeros reabsorviveis como é o caso do poliacido latico (PLA) e

do poliacido glicélico (PGA), como sugerido por Chen et al. [8] em seu estudo.
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. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

. A presenca da fase secundéria no Biosilicato® néo é prejudicial, mas torna o
nivel de bioatividade do Biosilicato® ainda maior, chegando a ser
comparavel ao nivel de bioatividade do Bioglass - 45S5. A presenca da fase
secundaria reduziu o tempo para o inicio de formacdo da HCA no
Biosilicato® de 10h para apenas 4h. Este tempo é inclusive inferior ao tempo
necessario para a formacédo da HCA no Bioglass.

Uma explicacdo plausivel para o aumento de bioatividade do Biosilicato®
seria o fato da fase secundaria apresentar uma maior solubilidade, de forma
que os ions séo liberados de forma mais rapida, acelerando as etapas IV e

V da reacao para a formacéo da HCA.

Foram determinadas as melhores condicdes de sinterizac&o do Biosilicato®:
1075°C/1h. Nesta temperatura ocorre o surgimento de fase liquida que é
responsavel pela rapida densificacdo do material; a fase liquida recristaliza-

se posteriormente, durante o resfriamento.

. O naftaleno é parcialmente dissolvido pelo alcool isopropilico e recristaliza
na forma de pequenos cristais durante a secagem da barbotina. Estes
pequenos cristais ao serem eliminados, dao origem a poros muito pequenos
gue nédo sao interessantes do que diz respeito as propriedades mecanicas
ou vascularizacao do scaffold.

. Através do uso dos amidos de milho e mandioca como agentes
porogénicos, foram obtidos scaffolds formados por uma rede de canais
altamente interconectados. Todavia, estes canais apresentaram abertura
média em torno de 100 um, considerado um pouco abaixo do ideal para

garantir a vascularizacdo do scaffold. Isto pode ser explicado pelo fato
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8.

destes amidos fundirem parcialmente e retrairem durante a etapa de

gueima, promovendo a fluéncia e uma maior retragéo dos scaffolds.

O efeito da fusé@o é ainda mais drastico no caso do uso das microesferas de
polietileno como agente porogénico, pois foram obtidos scaffolds com uma

guantidade maior de poros fechados.

O melhor resultado com o método de adicdo de agentes porogénicos foi
alcancado com o negro de fumo, onde foram obtidos scaffolds com uma
estrutura altamente porosa (com macroporosidade de 80%) e
interconectada, com abertura média dos canais de 230 um. Estas

caracteristicas sdo consideradas satisfatorias para a aplicacdo proposta.

A queima dos amidos geraram uma pequena quantidade de residuos
inorganicos, menor do que 0,7% em peso. O negro de fumo gerou uma

guantidade ainda menor: apenas 0,1% em peso.

Apesar de possuirem uma estrutura celular com poros na faixa de 435 -
945 um arredondar, os scaffolds obtidos pelo método da réplica
apresentaram baixa resisténcia mecéanica, chegando a comprometer o seu

manuseio.
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. SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Pesquisar a possibilidade de modificar a microestrutura da vitroceramica do
Biosilicato® no sentido de obter uma vitroceramica com cristais menores, de

forma que a fase secundaria fiqgue homogeneamente dispersa.

Estudar a sinterizacdo do Biosilicato® no estado vitreo, na tentativa de
eliminar a etapa de tratamento térmico do vidro e realizar sua sinterizacao

em temperaturas mais baixas.

Aperfeicoar a porosidade dos scaffolds utilizando negro de fumo com um

tamanho médio de granulos superior.

Realizar testes de citotoxidade para verificar se a pequena quantidade de

residuos gerada pelos amidos e pelo negro de fumo é prejudicial ou néo.

Testar outros agentes porogénicos que nao apresentem fusdo, como € o

caso dos polimeros termofixos.

Utilizar uma espuma de poliuretano com abertura de células menor e aplicar
recobrimento polimérico, utilizando-se polimeros reabsorviveis como é o
caso do poli4cido latico (PLA) e do poliacido glicolico (PGA), de forma a

maximizar a resisténcia mecanica dos scaffolds.
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