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RESUMO

As propriedades mecanicas apresentadas pelo 0sso humano estdo associadas, em grande
parte, a combinacao da hidroxiapatita carbonatada (componente rigido) e fibras colagenas
(componente eléstico). Dessa forma, um material projetado para desempenhar essas
fungdes também deve possuir a mesma combinacao de propriedades. Para tanto se utiliza
elementos combinados como o vidro bioativo (VB) que possui médulo de Young e
resisténcia a compressao da mesma ordem de grandeza que a hidroxiapatita (HA), e
polimeros que possuem caracteristicas semelhantes aquelas exibidas pelas fibras
colagenas. Entretanto, um fino controle da estrutura de poros desses materiais ainda é um
fator limitante. Nesse contexto, o processo freeze-casting (moldagem por congelamento)
surge como uma alternativa promissora para fabricacao desses materiais, visto que se trata
de método simples, barato e ambientalmente amigavel. Esse trabalho envolve a obtengédo
de scaffolds compésitos de VB/PCL (policaprolactona) por processo freeze-casting.
Foram testadas diferentes rotas para fabricacdo desses compdsitos. Os materiais
preparados foram caracterizados por técnicas como espectroscopia na regido do
infravermelho por transformada de Fourier, ensaios de adsor¢do de N2, microscopia
eletronica de varredura, microtomografia de raios X, ensaios de Arquimedes e testes de
compressdo. A bioatividade dessas amostras foi avaliada por meio de ensaios de
viabilidade celular com MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium)],
LIVE/DEAD®. Seu comportamento para formacéo de HA foi avaliado ap6s imersdo dos
scaffolds em solucdo fisiolégica simulada (SBF). Foi observado que a inser¢do de PCL
na estrutura dos scaffolds de VB aumentou de maneira substancial a estabilidade
mecanica desses materiais em termos de resisténcia a compressdo e tenacidade. Testes
biolégicos demonstraram que scaffolds contendo PCL néo interferem significativamente
na formacdo de células de osteosarcoma humano imortalizadas (SAQS). Além disso, foi
constatado o crescimento de camada de HA sobre a superficie desses materiais apos
imersdo em SBF a partir do primeiro dia. Os resultados apresentados nesse estudo
indicam que os materiais produzidos sdo candidatos promissores para aplicacdo em

engenharia de tecidos 0sseos.
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ABSTRACT

The mechanical properties presented by human bone are largely associated with the
combination of carbonated hydroxyapatite (rigid component) and collagen fibers (elastic
component). In this way, a material designed to perform these functions should also
display the same combination of properties. Aiming to reach this behavior, in this work
we used elements such as bioactive glass (BG) which has Young's modulus and
compressive strength similar to that exhibited by hydroxyapatite, and polymers showing
properties analogous to collagen fibers. However, fine control over the pore structure of
these materials is not an easy task. In this context, the freeze-casting process emerges as
a promising alternative for the manufacture of materials with hierarchical pore structures,
because it is a simple, cheap and environmentally friendly method. In this work composite
scaffolds of BG / PCL (polycaprolactone) were prepared by the freeze-casting process.
Different routes for the manufacture of these composites were tested. The materials
prepared were examined by Fourier transform infrared spectroscopy, He picnometry, N2
adsorption, laser granulometry, scanning electron microscopy, X-ray microtomography,
Archimedes test, and compression tests. The toxicity of these samples was evaluated by
MTT [3- (4,5-dimethylthiazol-2yl) -2,5-diphenyltetrazolium)] and LIVE / DEAD®
assays. Moreover, their biocompatibility was evaluated after soaking in Kokubo’s
simulated body fluid (SBF) at 37 °C for up to 14 days. It was observed that the
incorporation of PCL into the BG scaffolds increased by up to 350% the mechanical
stability of these materials in terms of compressive strength and fracture toughness.
Biological tests have demonstrated that PCL-containing scaffolds did not significantly
interfere in the formation of immortalized human osteosarcoma (SAOS) cells. Besides,
the growth of the hydroxyapatite layer on the surface of these materials after immersion
in SBF was observed in the first soaking day. The results presented in this study indicate
that the materials produced are promising candidates for application in bone tissue

engineering.

KEYWORDS: biomaterials, composite materials, bioactive glass, polycaprolactone,

freeze-casting.



CAPITULO1. INTRODUCAO

Desde os tempos mais primordios, 0 homem vem utilizando materiais para substituir,
reparar ou potencializar funces, tecidos ou 6rgdos de forma a aumentar a longevidade
ou melhorar sua qualidade de vida. Por exemplo, existem evidéncias da utilizagdo de
proteses rudimentares desde o ano 600 a.C. em mumias. E bem estabelecido que com o
aumento da longevidade da populacdo, o desempenho da estrutura dssea decai devido ao
aumento da desmineralizacdo e porosidade dos 0ssos. A partir desse cenario surgem
problemas associados a fraturas sofridas a partir de impactos que podem se tornar
cronicos com a dificuldade de reparacgdo. Isso torna fundamental a utilizacdo de proteses

e implantes para reparo das regides danificadas. [1].

Em uma fase inicial, o uso de materiais para substituicao e reparo de regides danificadas
no corpo humano néo considerava o fator biocompatibilidade, priorizando somente sua
funcdo mecéanica. Como resultado, haviam muitos problemas de ordem imunolégica
quando esses implantes eram utilizados. A partir de entdo, houve um maior cuidado a
respeito da aceitacdo biologica de enxertos e implantes. Assim, a procura por melhores
substitutos levou ao desenvolvimento de tecnologias sintéticas, que mimetizam estruturas

organicas [2].

Nos ultimos anos tem-se buscado uma boa relacdo entre as respostas bioldgicas do
sistema organico hospedeiro e as fungdes estruturais desempenhadas pelos biomateriais
nele contido. Dessa forma, o equilibrio biocompatibilidade / biofuncionalidade €
essencial para novas aplicagdes de materiais. O grande desafio é substituir por meio de
dispositivos sintéticos os tecidos vivos cujas propriedades sdo resultado de milhdes de
anos de evolucdo. O controle da interface biomaterial-tecido vivo € muito importante,
uma vez que existe uma grande diferenca entre as propriedades fisicas desses
componentes. Como exemplo é possivel citar a substituicdo de dentes em humanos; nessa
situacdo tem-se um contato entre uma estrutura rigida que possui uma resisténcia a flexao

da ordem de 100-140 MPa e um tecido gengival bastante macio [3].



Embora sejam grandes as dificuldades enfrentadas, as fungdes obtidas até entdo sdo
diversas. Existem biomateriais protéticos que tém a funcéo de substituir por¢des do corpo
ou 6rgdo. Existem também materiais com funcbes diagnoésticas para a determinacgéo de
anomalias e terapéuticas para otimizar a cicatrizacdo e o tratamento. Vale citar ainda
aqueles com funcgdes de armazenamento que apresentam uma liberacdo controlada de

farmacos [4].

Dentre as grandes classes de materiais, préteses metélicas possuem em geral uma
expressiva resisténcia mecanica, razdo pela qual foram inicialmente utilizadas em
substituicdo ao osso. Todavia, devido a sua elevada dureza, quando em contato com
tecidos moles podem gerar esforcos mecanicos que acarretam na lesdo das células, além
de induzir uma resposta imunoldgica intensa quando formam debris, fragmentos que se
destacam do implante [5]. Materiais cerdmicos contornam esses problemas de
biocompatibilidade, mas possuem resisténcia a tracdo inferior aquela exibida por metais.
Considerando que sistemas humanos apresentam esforcos mecéanicos em diversas

diregdes, a aplicagdo das ceramicas se torna bastante limitada do ponto de vista mecénico

[6].

Polimeros como o poliacido lactico (PLA), poliacido glicolico (PGA), poliacido lactico
glicdlico (PLGA), poliécido vinilico (PVA) e policaprolactona (PCL) tém se mostrado
promissores para 0 desempenho de fun¢@es mecanicas devido a possibilidade de alteracédo
de suas propriedades durante o processamento [7,8]. Assim como 0s materiais ceramicos,
varios polimeros possuem uma expressiva compatibilidade biol6gica [9]. Para promover
uma sinergia entre seus componentes, materiais compositos surgem como alternativa em
aplicagdes biomédicas. Elementos de reparacdo ¢ssea formulados a partir de ceramicas
bioativas e polimeros biodegradaveis, por exemplo, garantem boa osteointegracdo e

resisténcia mecénica ao sistema que o contém [10].

As propriedades mecanicas apresentadas pelo 0sso estdo associadas, em grande parte, a
combinacéo da hidroxiapatita carbonatada (HAC — componente rigido) e fibras colagenas
(componente elastico). Dessa forma, um material projetado para desempenhar fungdes

similares também deve possuir a mesma combinacdo de propriedades e, para tanto, se



utiliza elementos combinados como o vidro bioativo (VB) e polimeros [3]. Uma das
ceramicas mais estudadas para aplicacdes biomeédicas sdo 0s vidros ou vitroceramicas
bioativas, que sdo capazes de interagir fortemente com tecidos vivos. Esses materiais s&o
projetados para que existam reacGes controladas em sua superficie, 0 que garante uma
significativa propriedade osteoindutora [3]. O vidro bioativo 58S com composi¢do molar
60% SiO2, 36% CaO e 4% P20Os, ja possui rota de fabricagdo bem estabelecida e
caracteristicas como area superficial especifica, biocompatibilidade e temperaturas de
cristalizacdo j& determinadas, sendo portanto um forte candidato para preparacdo de
composito com aplicacBes para tecido 6sseo [11]. Polimeros utilizados na area da saude,
mais especificamente em implantes, devem apresentar caracteristicas como
biocompatibilidade e bio-reabsorcéo. A policaprolactona (PCL) é bastante biodegradavel
e favorece um rapido crescimento celular [12]. Além disso, sua caracteristica
semicristalina e disponibilidade em diversos graus de pureza propiciam um controle sobre

as propriedades mecéanicas em processos de fabricacdo de compdsitos.

Dentre os processos de fabricacdo de compdsitos para terapias regenerativas utilizados
nas ultimas décadas, o método de freeze-casting se mostra bastante promissor por permitir
um fino controle sobre a estrutura de poros dos materiais preparados. Essas sdo
caracteristicas essenciais para o0 sucesso de um implante 6sseo. Além disso, se trata de
método relativamente simples, barato e que gera poucos residuos e impactos ambientais
[13]. Na rota tradicional, esse processo se baseia na solidificacdo do solvente presente em
uma suspensdo e no aprisionamento das particulas entre os cristais formados. Em uma
etapa posterior de sublimacgdo o solvente é removido do sistema, dando origem a poros
com grande ordenacéo [14]. O corpo verde obtido pode ser tratado termicamente de modo
a adquirir maior resisténcia mecénica ou mesmo permitir a formacéao de novas fases [15].
Como a estrutura de poros obtida é uma réplica direta da estrutura do solvente
solidificado, é possivel modificar a morfologia dos poros formados alterando o solvente
presente na suspensdo ceramica. Outro fator que possui grande influéncia sobre a
porosidade dos materiais obtidos é a taxa de resfriamento da suspens&o. E sabido que para
elevadas taxas de resfriamento a nucleacdo dos cristais de solvente ¢é favorecida frente o
seu crescimento, originando materiais com uma estrutura desordenada de poros pequenos.

Todavia, baixas taxas de resfriamento produzem amostras com grandes poros ordenados



[16]. Até onde sabemos, ndo existe nenhum relato na literatura de estudos envolvendo a
obtencdo de scaffolds VB/PCL pelo uso do processo freeze-casting. Isso reforca a

originalidade e contribuicdo cientifica desse trabalho.

1.1. ROTEIRO DA DISSERTACAO

Nesse trabalho foram produzidos scaffolds do compoésito VB/PCL a partir do processo
freeze-casting. As amostras de VB58S foram obtidas por meio do processo sol-gel,
seguindo metodologia similar aquela descrita por Pereira et al. [17]. Os materiais obtidos
foram mantidos em moinho de bolas por até 12 h para homogeneizacdo de seu tamanho
de particula e a seguir, caracterizados por técnicas como difragdo de raios X (DRX),
espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
granulometria a laser e ensaios de adsor¢do de N». Subsequentemente, scaffolds de

VB/PCL foram preparados por trés rotas:

- Na primeira delas, foram inicialmente preparados scaffolds de VB58S por freeze-casting
empregando-se uma mistura hipoeutética de naftaleno (40 %p) — canfora (60 %p). Apds
etapa de sinterizacdo a 1250 °C, o PCL (Aldrich/97%/Mw = 80.000 g/mol) foi infiltrado

nos materiais apos sua dissolucao prévia em acetona.

- Na segunda rota, apés a sinterizacdo do scaffold de VB58S, o PCL foi inserido apds sua

fusdo ao ar a 220 °C.

- Na terceira rota, os elementos ceramicos e poliméricos foram processados
conjuntamente, utilizando canfeno como meio refrigerante e ndo havendo etapa de
sinterizagdo. Como seré discutido ao longo do texto, a auséncia de sinterizagdo preveniu

o0 colapso da estrutura de poros do VB58S, além da sua cristalizacéo.

Por fim os materiais preparados foram examinados por ensaios de Arquimedes,
microscopia eletrdnica de varredura (MEV), espectroscopia de raios X por dispersao em
energia (EDS) e microtomografia de raios X (micro-CT). A resisténcia & compressao

uniaxial em temperatura ambiente desses scaffolds também foi avaliada, bem como sua



bioatividade por comportamento em solucdo fisioldgica simulada (SBF) e
biocompatibilidade por MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium)] e
LIVE/DEAD®. A Figura 1.1 retrata de forma simplificada as etapas realizadas neste
projeto. As amostras destacadas foram aquelas consideradas ideais para utilizagdo nos

experimentos e processos subsequentes.
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Figura 1.1 Fluxograma das etapas seguidas nesse projeto de pesquisa.



CAPITULO 2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Produzir scaffolds compositos de VB/PCL com estrutura de poros controlada a partir do

processo freeze-casting.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar particulas mesoporosas de VB58S pelo método sol-gel.

e Caracterizar as particulas de VB58S preparadas por meio das técnicas como difracéo
de raios X (DRX), espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),

granulometria a laser e ensaios de adsorcéo de No.

e Produzir scaffolds compositos VB/PCL a partir do processo freeze-casting, utilizando

canfeno ou mistura hipoeutética naftaleno-canfora como meio refrigerante.

e Auvaliar a estrutura de poros dos compadsitos preparados por meio de técnicas como
microscopia eletrdnica de varredura (MEV), microtomografia de raios X (micro-CT) e

ensaios de Arquimedes.

e Medir a resisténcia mecanica dos scaffolds produzidos a temperatura ambiente por

ensaio de compressao uniaxial.

e Verificar a biocompatibilidade dos materiais produzidos por ensaios de
LIVE/DEAD® e MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

utilizando células de osteosarcoma humano imortalizadas (SAOS).

e Verificar a bioatividade pela formacdo da camada de hidroxiapatita (HA) apds

imerséo dos scaffolds em fluido corporal simulado (SBF).



e Comparar as diferentes estruturas obtidas no que tange suas potenciais aplicacdes.



CAPITULO3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. TECIDO OSSEO

O aumento da longevidade da populagdo mundial, aliado a maiores taxas de obesidade e
sedentarismo, faz com que o tecido 6sseo sofra processos degenerativos ou traumas. Esse
cenario faz com que intervencdes médicas se tornem mais necessarias e recorrentes [1].
Especialistas afirmam que o numero de fraturas e diagndsticos de doencas 6sseas a cada
ano deve ultrapassar 5 milhdes até 2050 [18], de forma que esses quadros mobilizem

ainda mais recursos econdmicos em escala mundial.

Além do aumento na demanda, as terapias regenerativas que envolvem o uso de enxertos
possuem outros desafios. Elas podem estar associadas ao volume de material disponivel
para autoenxertos (procedimento no qual o tecido provém do proprio paciente) e a relagdo
oferta/procura em transplantes de individuos diferentes da mesma espécie no caso de
aloenxertos. Quando esses enxertos ocorrem entre individuos de espécies diferentes
(xenoenxertos), é imprescindivel que haja compatibilidade mecénica e bioldgica entre
eles [19]. Por essas raz0es, as pesquisas nas areas de biomateriais e engenharia de tecidos
atuam no aprimoramento das respostas bioldgicas sobre os implantes, garantindo assim

uma terapia regenerativa de sucesso [20].

A atuacdo e o desempenho de biomateriais para implantes 6sseos estdo intimamente
associados as caracteristicas do esqueleto, que desempenha ndo somente funcdes de
sustentacdo. O tecido 06sseo € o principal constituinte do esqueleto e possui diversas
funcbes como suporte para tecidos moles, protecdo de 6rgdos vitais, preservacdo da
medula produtora de células do sangue e atuagcdo como sistema de alavancas juntamente
com os musculos, garantindo assim o movimento do individuo. E responséavel também
pelo balango de célcio, fosfato e outros ions, além de absorver parte de toxinas e metais
pesados, diminuindo seus efeitos no organismo [21]. O tecido 6sseo é uma especializagdo
do conjuntivo formado por células e matriz dssea, que ocupa o lugar do material

extracelular aquoso encontrado em tecidos menos rigidos.



A matriz calcificada do osso ndo permite a difusdo de substancias como nos outros
tecidos, sendo essa funcdo realizada por canaliculos presentes em lamelas, conforme
exemplificado na Figura 3.1 [22]. Essas estruturas sdo preenchidas por projecdes dos
ostedcitos (células confinadas em lacunas), que sdo células osteoblasticas que apos
secretarem a matriz organica, foram isoladas por mineralizacdo. Principalmente devido a
essa dificuldade no fluxo de nutrientes e ao fato que os fatores da matriz extracelular
associados a proliferacdo celular aumentarem quando hd maior contato entre as células, é
desejavel que biomateriais apresentam expressiva concentragdo e conectividade de poros
[23]. Existem ainda células gigantes e multinucleadas denominadas osteoclastos que
executam a reabsorcao da matriz dssea, participando do processo de remodelacdo dssea
[22].

Canal Lamelas Lacuna Cimento
de Havers /\ '

) ~\
Ostedcitos —“Prolongamentos celulares

Figura 3.1: Esquema representativo de matriz, canaliculos e lamelas. Fonte:[22].

A porcdo inorgénica da matriz possui grande fracdo de ions fosfato e célcio que formam
cristais que, segundo estudos baseados em ensaios de DRX, apresentam a estrutura da
HAC (Ca10(PO4)s(OH)2). Esses cristais sdo circundados por agua na porcao superficial,
formando uma camada de hidratacdo que facilita a troca de ions entre o cristal e o liquido
intersticial. A regido organica é formada principalmente por colageno tipo I, possuindo

também uma pequena porcdo de proteoglicanos e glicoproteinas. E relatado que a
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associacdo de fibras e os cristais de HAC garante rigidez e flexibilidade ao tecido dsseo
[22,24].

Do ponto de vista histolégico, os 0ssos podem ser divididos em imaturos (primérios) ou
maduros (secundarios ou lamelares). Ambos possuem a mesma composi¢cdo, mas 0
imaturo é o primeiro a surgir. Ele possui fibras coldgenas sem orientagdo e com menor
mineralizacdo uma vez que esta em processo de desenvolvimento, além de apresentar
maior fracdo de ostedcitos. Com a maturacdo do 0sso, 0 primario € substituido pelo
secundario que é organizado em lamelas concéntricas devido a orientacdo das fibras
(Figura 3.2) [22,25].

Trajeto helicoidal

das fibras— / i .
coléagenas Y f £ / Sistema de Havers

Lamelas circunferenciais

Lamelas externas

circunferenciais
internas

Vaso

Volkmann sanguineo

Periésteo

Endosteo Canal de Havers

Figura 3.2: Representacdo da parede da diafise de ossos longos. Fonte:[22].

3.1.1. MODELOS DE REPARAGCAO OSSEA

Existem dois tipos de formacdo do tecido 6sseo, denominados intramembranoso e
endocondral. A ossificagdo intramembranosa se inicia nas membranas do tecido

conjuntivo, onde celulas mesenquimais se diferenciam em osteoblastos e secretam a
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matriz ndo mineralizada. Em seguida ocorre mineralizacdo e o englobamento dos
ostedcitos em diversos pontos, garantindo um aspecto esponjoso ao 0sso. Esses locais de
menor densidade sdo importantes para o crescimento de vasos sanguineos que dardo

origem & medula. Esse processo esta demonstrado na Figura 3.3.

Osteoclasto Mesénquima Matriz neoformada
OsteoPlasto \ Osteécito Matriz éssea (ostedide)

Figura 3.3: Processo de ossificagdo intramembranoso. Fonte:[22].

A ossificacdo endocondral ocorre a partir de um molde de cartilagem hialina com formato
semelhante ao osso final, produzida pelos condrocitos. Essas células promovem a
hipertrofia e a reducdo da matriz cartilaginosa, enquanto ocorre sua mineralizacao.
Durante esse processo acontece a morte dessas células por apoptose. Em seguida as
regides onde haviam condrdcitos sdo colonizadas por células osteogénicas e capilares
sanguineos, que depositam matriz ¢ssea no restante de cartilagem. O processo de
ossificacdo endocondral é demonstrado na Figura 3.4. A medida que o osso amadurece,
assim como quando sdo danificados, surgem centros de ossificacdo primarios e
secundarios. Sdo regiGes de sucessivos depdsitos de matriz Ossea, facilmente

identificados em exames de imagem devido a mineralizacdo diferenciada entre eles.

O crescimento e a repara¢do do 0sso ocorrem por absor¢do e deposicdo da matriz em
diferentes velocidades e regides, guiadas por fatores quimicos e fisicos. Esforcos de

compressdo tendem a aumentar a atividade osteoclastica, decompondo a matriz. Em
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contrapartida, esforcos de tracdo promovem o crescimento por atividade osteoblastica.
Como 0 0sso € um drgdo dinamico que esta em constante atividade, esses processos de
deposicéo e absorgdo nunca cessam, mas apresentam alteragdes em suas velocidades. Isso
faz com que muitas doengas possam surgir em decorréncia dessa variagdo natural que

pode ser estimulada pelas atividades e estilo de vida do individuo [26].
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Figura 3.4: Processo de ossificacdo endocondral. Fonte: Adaptado [27].

Em casos de lesGes com fratura 6ssea, os tecidos 6sseos proximos a ela iniciam uma
intensa proliferacdo a fim de gerar células osteoprogenitoras que penetram entre as
extremidades rompidas. Nessa regido ocorre tanto a ossificacdo endocondral quanto a
intramembranosa, havendo reparacdo do o0sso e a formacdo de calo 6sseo (Figura 3.5)
[28]. O retorno as atividades normais gera esforgos de compressdo e tragdo devido ao
movimento e tensbes exercidas pelos musculos, 0 que gera o modelamento do calo

formado. A deposicdo de matriz e mineralizagcdo formam o 0sso secundario.
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Figura 3.5: Etapas da reparacao 6ssea. Fonte: Adaptado [29].

3.2. VIDRO BIOATIVO

Materiais ceramicos pertencem a uma classe de materiais inorganicos e ndo metalicos

com ligagdes mistas ionicas-covalentes, como vidros e vitroceramicas. Devido ao caracter

das ligacOes, geralmente exibem elevada dureza, alta temperatura de fuséo e expressivas

estabilidades mecénica e quimica [3]. Para a aplicacdo de materiais ceramicos na area

biomédica, ha o requisito de alta pureza e controle granulométrico, usualmente obtidos a

partir do beneficiamento das matéerias-primas empregadas em sua producdo [30]. Uma

das ceramicas mais estudadas para aplicagdes biomédicas s&o os vidros ou vitroceramicas

bioativas, que sdo capazes de interagir fortemente com tecidos vivos. Esses materiais s&o

projetados para que existam reagcdes controladas em sua superficie, garantindo uma

expressiva capacidade osteoindutora.
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O VB foi inicialmente obtido por Hench e colaboradores no inicio da década de 1970
[31]. O material apresentava composigdo molar 45 % SiO», 24,5 % CaO, 6 % P20s e 24,5
% Na20. Nesse sistema 0 Na2O atua como um 6xido modificador de rede, promovendo a
reducdo do ponto de fusdo da mistura. Esse material, denominado vidro 45S foi
patenteado como Bioglass®, sendo considerado uma referéncia no campo dos
biomateriais [32]. Na época do desenvolvimento do VB45S5 os pesquisadores
observaram que esse material poderia permitir o desenvolvimento de ligagdes interfaciais
entre 0 implante e os tecidos adjacentes. Desde entdo, o VB tem sido amplamente

utilizado na reparacdo e regeneracao de tecidos 6sseos danificados [33,34].

Desde a descoberta do VB por Hench et al. [31], novas composi¢Oes e processos de
fabricacdo vém sendo estudados para atender a demandas cada vez mais especificas.
Dessa forma, variaces de VB como o VB58S com composi¢do molar 60% SiO2, 36%
CaO e 4% P,0s e 0 VB77S com composi¢do 80% SiO2, 16% CaO, 4% P20s e muitos
outros surgiram ao longo do tempo [35,36]. O expressivo teor de CaO no VB e sua razéo
CaO/P20s o tornam altamente reativo em meios aquosos, promovendo ligacOes estaveis
com 0 0sso e com o tecido cartilaginoso [37]. No inicio do periodo pds-implante e as
reacOes superficiais rapidas in vivo levam a rapida dissolucdo idnica e a formacédo de
camada de hidroxiapatita carbonatada (HAC). A liberacéo de ions sollveis de Si, Cae P
pode ativar a expressdo génica e estimular a proliferacdo de osteoblastos para rapida

formacdo Ossea [38].

Geralmente, vidros ricos em Na,O como o vidro bioativo 45S5 possuem uma baixa
temperatura de transicdo vitrea (Tg). Todavia, esses vidros sdo bastante propensos a
cristalizacdo durante o processamento térmico devido a janela estreita entre sua Tg e a
temperatura de inicio de cristalizagao [39]. Os VB livres de Na2O geralmente apresentam
elevadas Tg, sendo que essa temperatura varia de acordo com o teor de silicio nesses
materiais. Por exemplo, o valor de Tg do vidro bioativo 58S sintetizado pelo método sol-
gel convencional é de até 785 °C. E bem estabelecido que a cristalizacio do VB diminui

sua bioatividade, uma vez que a mobilidade de ions e a reatividade do material ficam mais
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limitadas [40,41]. No entanto, vérios trabalhos relatam o uso de vitroceramicas para

aplicacOes de suporte de carga em engenharia de tecidos 6sseos [42—44].

Vidros com maiores teores de Si podem ser submetidos a tratamentos térmicos em
temperaturas mais elevadas sem cristalizar totalmente do que aqueles que possuem 6xidos
modificadores. E bem estabelecido que a reducio da relacio area superficial/volume do
material € a forga motriz para a sinterizacéo de materiais ceramicos. De fato, a superficie
de um material é considerada um defeito superficial, sendo uma regido de alta energia.
Dessa maneira, durante a sinterizacdo ocorre a aproximacdo de particulas, levando a
formacédo de pescoco entre elas e a contragcdo volumétrica do material. Ao fim do processo
hé expressiva reducdo de sua area superficial especifica, fazendo com que o sistema
alcance uma condi¢do de menor energia livre [45]. Essa reducdo da area superficial

também acarreta na diminuicéo da bioatividade do vidro.

Recentemente muitos trabalhos vém incorporando farmacos e ions como magnésio e
cobalto em estruturas ceramicas. O objetivo dessa proposta € a melhoria geral da
bioatividade ou o tratamento especifico de casos clinicos, seja prevenindo que 0 0ss0 seja
reabsorvido por atividade osteoclastica [46,47] ou favorecendo a formacdo de vasos

sanguineos [48,49].

3.2.1. METODOS DE PRODUCAO

A fabricacdo de materiais ceramicos pode envolver a fusdo da mistura ceramica inicial e
a sua conformacao viscosa. Ainda, pode-se modelar a peca por aplicacdo de pressdo a um
particulado, seguido de secagem e tratamento térmico para eliminacdo da porosidade
residual. Por fim, pode haver a realizagcdo de uma etapa de acabamento superficial por
processo mecanico ou quimico [6]. Enquanto materiais obtidos por fusdo geralmente
apresentam estrutura amorfa, aqueles preparados por sinterizacdo exibem estrutura

cristalina.

A obtencdo do VB segue diferentes metodologias, sendo possivel preparar esse material

a partir da rota convencional de fuséo e témpera. A rota tradicional de fuséo ocorre pela
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mistura dos oxidos SiO2, CaO e P,Os em temperaturas superiores a 1300 °C quando ndo
séo adicionados 6xidos fundentes [50]. De forma geral, sdo obtidas particulas grosseiras
com inclus@es de impurezas. Outras metodologias podem ser utilizadas na fabricagdo de
materiais vitreos, valendo destacar o processo sol-gel. Esse método se baseia na mistura
de um precursor inorganico com uma solugdo de um solvente, agua e agente catalizador
acido ou basico. Ela se inicia com uma suspenséo coloidal (sol), composta por particulas
nanométricas dispersas em um meio liquido. Através da subsequente formacdo de
ligacOes cruzadas, o sol fluido pode se transformar em um gel rigido [51,52]. Utilizando
esse processo € possivel obter materiais ceramicos homogéneos e com um fino controle
de propriedades como transparéncia dptica, porosidade e resisténcias térmica, quimica e
mecanica [53]. A Figura 3.6 exibe esquema das etapas envolvidas na preparacéo de VB
pelo método sol-gel.
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Figura 3.6: Processo de formacdo de VB pelo método sol-gel. Fonte adaptada: [52]

O método sol-gel ja foi amplamente estudado para sintese de estruturas de vidros
bioativos. Entretanto, o controle da estrutura de poros dos materiais preparados na escala

dos macroporos (poros maiores que 50 nm) nédo é tdo refinada quanto a observada em
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outras técnicas. Neste trabalho, 0 compdsito VB/PCL sera obtido por meio do processo

freeze-casting [54].

3.2.2. BIOATIVIDADE

Ao entrar em contato com fluidos corporais, uma série de rea¢fes quimicas ocorre com o
VB, desde o implante até a consolidacéo da sua interface. Inicialmente, ha formacéao de
grupos silanol (Si-OH). Essa etapa ocorre pela troca dos modificadores de rede do vidro
com os fons H* do meio. Em seguida, a silica da rede é perdida e transforma-se em silica
solavel. Na sequéncia, ocorre a condensacdo e formacdo de uma nova camada de silica
pura que acarreta na migracdo de (POs)s” e Ca?*, uma vez que a concentracdo desses
elementos € baixa na nova camada formada. Dessa forma o fosfato de célcio é depositado
na superficie e finaliza sua cinética quimica absorvendo fons (CO3)? e OH", dando origem
a uma camada de HAC [43,55]. Essas etapas induzem diversos eventos celulares, a acdo
de macrofagos e a geracdo da matriz 6ssea cristalizada, culminando no crescimento do

0sso0 [3].

A Figura 3.7 exibe um corte de um implante de VB em tecido 6sseo, no qual é observado
da esquerda para a direita 0 VB, a camada rica em silicio, a camada de HAC e 0 0ss0
[17,30].
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Figura 3.7: Estrutura uniforme que segrega e forma uma nova camada de HAC (em

rosa) apos implante em tecido 6sseo. Fonte: Adaptado [30]

3.3. POLICAPROLACTONA (PCL)

Materiais poliméricos sdo macromoléculas carbdnicas produzidas através da unido de
varios meros, formando longas cadeias de elevada massa molar. Propriedades como
resisténcia mecanica, plasticidade e ponto de fusdo dependem largamente do grau de
polimerizacdo do material produzido, da cristalinidade e interacdo entre cadeias
adjacentes, possibilitando diversas aplica¢6es [56]. Podendo ser de origem natural, como
a quitosana, latex e algina ou sintéticos como o poliuretano (PU), polietileno (PE) e
politerefiltalato de etileno (PET), polimeros de ambas as origens tém aplicacdes em
engenharia de tecidos. Apesar de serem muito empregados, em alguns casos o0s polimeros
naturais dao lugar aos sintéticos devido a sua variabilidade entre os lotes de produtos.
Como sua produgdo depende de varios fatores, nem sempre a uniformidade necessaria

para desenvolvimento de pesquisas é mantida [7,57].

Materiais polimeéricos vém sendo cada vez mais empregados em sistemas bioldgicos
devido a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade. Assim, a expectativa é que esses
implantes possam ser inseridos no paciente sem a necessidade de outro procedimento
cirurgico para a retirada do material [58]. Além das propriedades citadas, é essencial que

os polimeros utilizados apresentem superficie compativel com a adesdo e proliferacéo
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celular, e que suas propriedades mecanicas sejam adequadas ao sistema no qual sera

introduzido [59]. Dentre os polimeros aplicados nas areas biomédicas, o PCL se destaca.

3.3.1. SINTESE

A sintese do PCL ocorre através da abertura do anel de polimerizagdo da e-caprolactona
com auxilio de um catalizador como o octanato de estanho (Figura 3.8) [10]. A abertura
do anel com a utilizacéo de catalizadores metalicos ocorre com transesterificacdo inter- e

intramolecular, conforme mostrado na Figura 3.9 [58].

0
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Figura 3.8: Reacdo de polimerizacdo via radicais livres para obtencdo do PCL.
Fonte adaptada: [58]

Figura 3.9: Transesterificagdes pelo método “Ring opening” ou Abertura de anel .
Fonte:[58]

3.3.2. PROPRIEDADES MECANICAS E QUIMICAS
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O PCL é um poliéster alifatico composto por unidades de repeticdo de hexanoato, que
apresenta baixa temperatura de fusdo (entre 55 e 60 °C) e cristalinidade proxima a 50 %
[60]. Essa caracteristica semicristalina confere a esse polimero interessante
comportamento mecanico, uma vez que possui maior resisténcia a tracdo em relacéo a
muitos polimeros amorfos e maior ductilidade que muitos polimeros cristalinos. Na
Figura 3.10 é exemplificado o processo de estiramento de polimero semicristalino e a
influéncia da temperatura no seu comportamento mecanico. Inicialmente as cadeias da
fase amorfa se alongam até que porcGes emaranhadas (entanglements) sejam estiradas.
Somente apos essa etapa a fase cristalina comeca a sofrer efeito de tracdo [57,61].
Observa-se também que a elevacdo da temperatura pode aumentar o limite de ruptura do
material de forma pronunciada, uma vez que pode levar o material a ultrapassar a

temperatura de transicdo vitrea.
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Figura 3.10: Comportamento mecanico de polimero semicristalino durante esforco de

tracdo. Fonte adaptada [61].

A Tg é uma das propriedades mais relevantes na aplicacdo de polimeros, uma vez que
varias caracteristicas fisico-quimicas desses materiais estdo associadas a ela. Para
temperaturas abaixo da Tg, o polimero apresenta grande rigidez e dureza, dificultando
seu processamento. Em temperaturas entre sua Tg e temperatura de fusdo (Tm), o
polimero apresenta aspecto borrachoso. Para temperaturas acima da Tm, o material se
comporta como um fluido viscoso. Alguns polimeros apresentam mais de uma Tg, na

qual grupos laterais apresentam certa mobilidade. Em geral, a regido de utilizagdo dos
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polimeros é aquela entre Tg e Tm, pois nessa faixa de temperatura eles apresentam
propriedades 6timas de tenacidade e sdo indicados para a producao de materiais hibridos,
no caso do PCL, a Tg é -60 °C e a Tm entre 59 e 60 °C [62,63]. Todavia, a mistura de
polimeros com outros materiais pode afetar sua Tg e grau de cristalinidade, pois esses
fatores dependem das interacdes entre as cadeias poliméricas e o material de adi¢éo, além
do empacotamento da estrutura [63]. No caso de co-polimeros ou blendas, a Equacéo de

Fox (Eg. 1) permite estimar o valor de Tg:

1 W1 Wy

— =+ 2, (Eq. 1)
Tgl TgZ

onde w1 é o percentual de massa do polimero 1 e Tg: o valor da temperatura de transicao
vitrea do polimero 1 quando puro. As variaveis w2 e Tg> sdo relativas ao segundo

polimero presente no sistema [63].

O PCL pode ser misturado com outros polimeros para melhorar sua resisténcia mecanica,
capacidade de coloracdo e adesdo. Dessa maneira, ele € usado em combinacdo com
polimeros como propionato de celulose, butirato de acetato de celulose e acido polilatico
para manipular a taxa de liberacdo de farmacos [8]. Devido a sua eletronegatividade e
polaridade, o PCL ¢é sollvel em cloroférmio, diclorometano, tetracloreto, benzeno,
tolueno, ciclohexanona e 2-nitropropano a temperatura ambiente. Possui baixa
solubilidade em acetona, 2-butanona, acetato de etila, dimetilformamida e acetonitrila e
é insoltvel em alcool, éter de petréleo e éter dietilico [62]. Elevando-se a temperatura, é
possivel solubilizar o PCL em substancias como acetona e acetato de etila.

3.3.3. BIOCOMPATIBILIDADE

Devido ao fato de que o PCL degrada mais lentamente do que o poliglicolideo (PGA),
poli d, I-lactideo (PDLA) e seus copolimeros, esse material foi originalmente usado em
dispositivos de liberacdo de farmacos que permanecem ativos por mais de 1 ano e em

materiais de sutura de degradacéo lenta como o Maxon® e Capronor [10]. E um poliéster



22

aprovado pela FDA, tornando-o adequado tanto para aplicac6es de engenharia de tecidos

[8].

O PCL é bem conhecido pela sua degradacao controlada e por isso é utilizado em suturas
absorviveis, implantes subdermais para liberacdo de farmacos e diversas pecas
ortopédicos e de reconstrucdo [7,8,64]. O processo de bioabsor¢do se baseia no
rompimento das ligacdes ésteres por hidrolise, gerando oligdmeros que so transformados
em CO; e HoO [12]. Esse processo demora até 24 meses para ser completamente
metabolizado para massas moleculares altas como 80.000. Porém, o polimero apresenta
uma perda significativa em suas propriedades mecanicas apos 12 meses (Figura 3.11)
[59].
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Figura 3.1: Etapas de degradacao de PCL com peso molecular médio igual a 80.000 em

funcédo do tempo. Fonte adaptada: [59]

Devido a sua alta resisténcia mecanica quando associado a grades de alta massa
molecular, esse polimero se destaca em aplicacGes nas quais as cargas envolvidas séo
expressivas como em proteses de joelho, tibia e cranio [65-67]. Em func¢do das diversas
aplicacbes em condicbes fisiologicas ja reportadas na literatura, esse polimero foi

utilizado como fase de reforco dos scaffolds de VB produzidos neste trabalho.
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3.4. COMPOSITOS VB/PCL

Materiais produzidos pela associagédo de dois ou mais componentes que, em conjunto sao
responsaveis pelas propriedades finais da peca, sdo denominados compdsitos. Geralmente
possuem uma maior por¢do denominada matriz, que circunda o material em menor
proporcdo, intitulado reforco [11]. A preparacdo de um compdsito envolve vérias etapas,
iniciando pela escolha dos materiais que os compordo de forma que o material final seja
economicamente vidvel, além de apresentar propriedades bioldgicas e mecéanicas
adequadas. O préximo passo é a determinacdo da afinidade entre as fases, pois quanto
maior a molhabilidade entre elas, mais aderidos os materiais estardo. E realizado em
seguida o célculo da razdo entre as fases, uma vez que as propriedades finais do material
estdo associadas ao volume de cada fase. Deve-se considerar também a forma do reforco
e da matriz, que sdo determinados a partir da forma de aplicacdo. Por fim, é definido o
tipo de processamento que serd empregado na preparacdo da peca final [55]. A
distribuicdo da fase de refor¢o pode ser orientada ou ndo, podendo ser concentrada em
pequenas areas ou distribuida uniformemente pela matriz. Hibridos de VB/PCL tém seus

componentes dispersos de forma a garantir a homogeneidade da estrutura [68].

Exemplos naturais de compdsitos sdo: 0ssos derivados de colageno (fibras de elevada
resisténcia e tenacidade) e apatita (resistente, rigida e fragil); a madeira, que é um
conjunto de fibras de celulose e hemicelulose resistentes e flexiveis, envolvidas por
lignina que é mais rigida; conchas compostas de cristais de carbonato de célcio (calcita e
aragonita) ligados por moléculas organicas (proteinas). Em se tratando de compositos
artificiais, a engenharia de tecidos € interdisciplinar e requer cada vez mais a atencéao de
outras areas do conhecimento como a ciéncia de materiais, biologia celular e
biotecnologia [69]. Devido a sua boa relagdo custo-beneficio, alta tenacidade e
processabilidade a partir de sua temperatura relativamente baixa Tg e temperatura de
fusdo, o PCL tem atraido recentemente muito interesse como biomaterial. Entretanto, ndo
existem polimeros puros que possam efetivamente se ligar ao 0sso in vivo. Dessa maneira,
a associacdo desse polimero com o VB € uma estratégia promissora no campo da

regeneracao dssea.
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O osso apresenta propriedades mecanicas que advém da combinacéo entre a HAC e fibras
coldgenas. Enquanto a HAC provém rigidez ao 0sso, as fibras coladgenas fornecem
elasticidade a ele (Figura 3.12). Dessa forma, um material que procura desempenhar parte
dessa funcdo deve possuir uma combinacao similar de propriedade. Para tanto se utiliza
materiais combinados como o VB que desempenha a mesma fun¢do mecanica e quimica
da HAC, e o PCL que possui caracteristicas semelhantes aquelas das fibras colagenas
[3,70,71].
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Figura 3.11: Componentes do tecido dsseo em diferentes escalas evidenciando a
conjugacao entre colageno e HAC. Fonte adaptada: [70]

Para satisfazer os requisitos de resisténcia mecanica, nesse estudo foi escolhido utilizar o
PCL como parte organica do sistema, de forma que a fragilidade do VB seja minimizada
pela presenca do polimero, além de garantir adesao de células e sua proliferacdo [11,69].
A Figura 3.12 representa um tecido conjuntivo no qual foram implantados materiais de
PLA (regido tracejada de preto) e PLA/VB (porco entre a seta azul). E notavel o maior
crescimento de células e fibras colagenas no implante com VB, indicando maior
capacidade regenerativa deste material. Estes resultados corroboram para a producao de
compositos, visto que é improvavel que um s6 desses elementos pudesse gerar resposta

semelhante.
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Figura 3.12: Corte histolégico de tecido conjuntivo com implantes de PLA e PLA/VB
(indicado como PLA/G5). Na imagem € mostrado o tecido conjuntivo (CT) o tecido

epitelial (EP) que circunda a regido do implante. Fontes [34,72].

3.5. PROCESSO FREEZE-CASTING

Durante o processamento de biomateriais, deve-se considerar a estrutura de poros dos
materiais obtidos uma vez que ela desempenha papel fundamental na interacdo destes
com tecidos vivos. As rotas tradicionais de fabricacdo de cerdmicas e compositos muitas
das vezes ndo permitem se ter um fino controle sobre essa variavel [11]. Nesse contexto,
a técnica de freeze-casting ou moldagem por congelamento é um processo atrativo para a
obtencdo de biomateriais, uma vez que possibilita o preparo de materiais com estruturas
de poros pré-definidas. Além disso, € uma técnica que gera poucos residuos, de baixo
custo e facil implementacdo em larga escala. Esse processo requer uma carga ceramica
que definira a natureza da peca e um solvente que atuarda no congelamento e
movimentacao de particulas, além de aditivos para controle da dispersdo. A utilizacdo de
outros funcionalizantes como ions, farmacos e polimeros é opcional, podendo ser

incorporados no inicio do processo [73].
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A técnica de freeze-casting consiste basicamente na preparacdo de uma suspensao
coloidal que é em seguida vertida em um molde, na sublimacdo do solvente e na
sinterizacdo do material obtido. A Figura 3.13 apresenta esquema das etapas envolvidas
no processo. Nesta técnica as particulas da barbotina sdo repelidas pela frente de
solidificacdo, ficando aprisionadas entre os cristais do solvente e durante a retirada desses

cristais, poros de elevada ordenacédo sao formados.

Crescimento Suspens3o LinlidO
Lamelar a Suspensio
dos cristais : :
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Figura 3.13: Esquema das etapas envolvidas no processo freeze-casting.
(a) Preparacdo da massa ceramica; (b) Solidificacdo do solvente;

(c) Sublimacao; (d) Sinterizacdo. Fonte:[14].

3.5.1. EFEITO DA VELOCIDADE DE RESFRIAMENTO

Em funcdo da taxa de congelamento da barbotina, o processo freeze-casting pode
apresentar trés tipos distintos de interagdo entre a frente de resfriamento e as particulas
dispersas na solucdo. Para taxas de congelamento muito baixas, pode ocorrer o
crescimento planar da frente de resfriamento (Figura 3.14a). 1sso se deve em grande parte
ao movimento Browniano apresentado pelas particulas, o que previne seu

aprisionamento. Assim, o material final ndo apresentara macroporos em sua estrutura.
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Para taxas de resfriamento moderadas, ha uma expressiva interacao entre as particulas e
a frente de congelamento, acarretando no aprisionamento das particulas entre os cristais
de solvente formados. O material final apresentard estrutura de poros com elevado
ordenamento (Figura 3.14b). Para elevadas taxas de resfriamento, ndo ha tempo suficiente
para haver o aprisionamento das particulas entre os cristais do solvente, dando origem a
materiais com estruturas de poros desordenadas (Figura 3.14c) [16,74,75]. Portanto, a
taxa de resfriamento empregada tem efeito direto sobre a estrutura de poros do material
obtido.

Q.0 ° e
EOOD?O

© o0 ¢ .
0,2 Do @0
O [+]

[0} OO o ©
Aol
(O 16 Q Og

(I

X & SOWIO0R OO0

rf.;ﬁr‘ b @)
| | |: (\| Al L 9
Planar Ice Growth 5 Lamellar Ice Growth q () Particle Entrapment (T
B o ooy | || rrmen ) |90
s

AUMENTO DA VELOCIDADE DE SOLIDIFICAGAO

Figura 3.14: Efeito da taxa de resfriamento sobre a estrutura de poros de material obtido
por processo freeze-casting. (a), (b) e (c) se referem, respectivamente, a baixa,
moderada e elevada taxas de resfriamento. Fonte:[76]

3.5.2. EFEITO DO SOLVENTE UTILIZADO

Materiais de diferentes naturezas tém sido obtidos por esse método visando as mais
variadas aplicagdes, uma vez que a fase solida e/ou cristalina de cada material possui
planos de crescimento diferentes, possibilitando a construcdo de varias diferentes
morfologias de poros [16,74,77,78]. A flexibilidade dessa técnica permite a escolha de
varios solventes, inclusive misturas binarias para controle do tamanho e da morfologia
dos poros obtidos [13,78]. A Figura 3.15 exibe micrografias tipicas de materiais

preparados através dessa metodologia.
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Figura 3.15: Micrografias tipicas de amostras preparadas via processo freeze-casting.
Em (a) alumina porosa com solvente de naftaleno-canfora hipereutética, (b) alumina
com agua como solvente, (c) carbeto de silicio e policarbosilano e em (d) alumina com

canfeno. Fonte:[14].

Uma etapa critica no processamento dos hibridos VB/PCL é a sublimacéo do solvente,
pois nela ocorre a retragdo do material. Esse estagio tem efeito direto sobre a forma,
distribuicdo de tamanho e interconectividade dos poros. A osteointegracao e osteoinducéo
dependem fortemente da sublimacéo, ja que o tamanho de poro ideal esta entre 100 e 300
um. Nessa faixa de tamanho ocorre a proliferagao de capilares para suprir as necessidades
metabolicas das células. Alem disso, esse € o tamanho ideal para acomodacao celular do
tecido 6sseo [26,79].

A agua da origem a poros lamelares, enquanto alcool, canfeno e t-butanol formam a canais
dendriticos e prismaticos [82]. Foi recentemente relatado que misturas de naftaleno-
canfora (Naph-Camp) podem dar origem a materiais com morfologias de poros ajustaveis
[81]. Tais misturas geralmente apresentam baixa viscosidade, o que permite preparar
suspensdes com grandes cargas de sélido. Misturas Naph-Camp também experimentam
retracdo apds congelamento, dando origem a corpos verdes com grandes resisténcias

mecanicas. Além disso, a temperatura de fusdo e a pressdo de vapor do Naph-Camp
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permitem seu congelamento e sublimacdo em temperaturas e pressfes proximas as
ambientes [83].

A Figura 3.16 exibe micrografias de MEV de scaffolds de alumina preparados utilizando
diferentes taxas de resfriamento e solugdes Naph-Camp com diferentes composicdes [80].
Nota-se que a solucédo hipoeutética resfriada ao ar foi aquela que originou materiais com
maiores tamanhos de poros (entre 60 e 120 um). Como discutido anteriormente, estima-
se que poros superiores a 100 um sdo os mais apropriados para o crescimento celular
[26,79].

Hipoeutética

Eutética

Hipereutética

Figura 3.16: Micrografias de MEV de scaffolds de alumina produzidos utilizando
diferentes taxas de resfriamento e misturas Naph-Camp. As imagens exibidas da
esquerda para a direita representam suspensdes resfriadas ao ar, em freezer doméstico e
nitrogénio liquido, respectivamente. As barras de escala mostradas nessas imagens

representam 500 um. Fonte adaptada: [80].
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3.5.3. ADITIVOS

A formacdo de poros de tamanhos ideais para o crescimento celular (entre 100 e 300 pum)
exige um resfriamento lento do sistema quando o processo freeze-casting € utilizado.
Nessas condicdes, € importante que as particulas que constituirdo o scaffold ndo decantem
ou aglomerem durante a preparacao da barbotina. Para estabilizar as suspencgdes e garantir
a homogeneidade da estrutura do material preparado, diferentes aditivos podem ser
misturados a suspencdo. Eles podem ter funcdo de surfactante, coagulante, ligante,

plastificante, lubrificante, antiespumante ou defloculante [81,82].

O Texaphor® é uma mistura de componentes anibnicos tensoativos que promovem a
dispersdo das particulas e as mantém em suspensédo devido a presenca de cargas elétricas
em suas superficies. Segundo teoria proposta por Derjaguin, Landau, Verwey e Overbeek
(DLVO), quando a forca de repulséo eletrostatica supera a de atracdo de van der Waals,
as particulas se mantém separadas e dispersas na suspensdo. Caso contrario, ocorre a
agregacdo das particulas e a posterior decantacdo das mesmas [83]. A Figura 3.17 exibe

esquema das forcas consideradas na denominada Teoria DLVO [84].

Teoria DLVO

Atragdo Van der Waals
P -t

Repulsio eletrostatica
- >

® +
® & @

.GGQ'
® @

@ @@

Figura 3.17: Forcas consideradas na Teoria DLVO. Fonte adaptada: [84]
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O &cido citrico também pode ser utilizado como um agente anticoagulante em suspensdes
ceramicas, fornecendo cargas superficiais as particulas dispersas no meio [85]. Esse &cido
organico que estad presente na maioria das frutas, especialmente nas citricas, possui trés
grupos carboxila (—~COOH) que liberam um ion H* quando em solucdo. Esses ions
liberados alteram o pH do meio e fornecem cargas superficiais as particulas, evitando

assim sua agregacao. A Figura 3.18 exibe a estrutura do acido citrico [86,87].

O OH
O O

HO OH
OH

Figura 3.18: Representacdo da estrutura do acido citrico. Fonte [69].
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CAPITULO 4. SINTESE DE VIDRO BIOATIVO 58S E
SINTERIZACAO

4.1. INTRODUCAO

Neste capitulo serad abordada a sintese sol-gel do Vidro Bioativo 58S e sua caracterizacao

antes e apoés a sinterizacdo ao ar a 1250 °C por 2 h.
4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. SINTESE DE VIDRO BIOATIVO 58S

O VB sintetizado nesse trabalho foi 0 58S cuja composicdo molar é 60% SiO2, 36% CaO
e 4% P,0Os. Tetraetilortosilicato (TEOS / Aldrich / 98%), trietilfosfato (TEP / Aldrich / >
99,8%), nitrato de calcio tetrahidratado (Ca(NOs)2:4H20 / Vetec / > 98,0%), &cido nitrico
(HNOs / Aldrich / 70%) e &4gua deionizada MilliQ® foram utilizados como materiais de
partida.

Foi adotada metodologia similar a proposta por Pereira et al. [88]. Nesse processo, H.O
e HNO3 foram inicialmente misturados sob agitacdo a temperatura ambiente. O pH dessa
solucdo foi mantido préximo a 2. TEOS foi entdo adicionado, sendo o sistema agitado
por mais 60 min. A relacdo molar TEOS:H-O foi fixada em 12:1. TEP e Ca(NO3)2.4H.0O
foram vertidos na solugéo, sendo o nitrato de célcio adicionado 60 min apos o TEP. A
solucdo obtida foi entdo mantida sob agitagdo & temperatura ambiente por 60 min. Apds
esse periodo, a solucdo sol-gel preparada foi vertida em moldes de politetrafluoretileno
(PTFE — Teflon®) e envelhecida ao ar a 60 °C por 72 h. As amostras produzidas foram
trituradas em almofariz de agata e secas ao ar a 60 °C por 24 h, aumentando-se 10 °C por
dia até o patamar de 120 °C. O particulado obtido foi entdo tratado termicamente ao ar a
700 °C por 2 h utilizando uma taxa de aquecimento de 1 °C/min. Por fim, os materiais
preparados foram mantidos em moinho de bolas por até 12 h para homogeneizacao do
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seu tamanho de particula. O processo de sintese das particulas de VB esta representado

na Figura 4.1.
TEOS + Hz0 + HNO3 Agitacac & s
pH 2 vigorosa vigorosa Moldes Teflon

Agitacéo (Y
; = -
vigorosa__ + TEP — |+ ca(NO3)2-4H:0 % g

(T (T

Tratamento térmico Secagem )
1°C/min 10°C/24h Envelhecimento
700°C - 2h até 120°C 60°C/72h

Figura 4.1: Processo de sintese sol-gel das particulas de VB.
4.2.2. CARACTERIZACOES

4.2.2.1. Picnometria de He

A densidade real dos materiais investigados foi estimada através da picnometria de gas
hélio, em equipamento Quantachrome modelo MVP-1. Esta técnica se baseia na medida
da queda de pressdo resultante da expansdo de um gas, a partir de cadmara de volume
conhecido que contém a amostra de interesse. Aplicando-se o Principio de Arquimedes e
a Lei de Boyle, sabendo a massa, é possivel mensurar o volume real do material e entdo
estimar a sua densidade. O hélio é o gas comumente utilizado neste método, pois além de
ser inerte e possuir moléculas de pequeno didametro, se comporta como um gas ideal. As
amostras analisadas foram previamente maceradas e secas ao ar a 100 °C por uma noite.
Em seguida, os materiais foram pesados em transferidos para o compartimento de
amostras do equipamento. Foram registradas as pressdes na camara de medida antes e
apoOs a expansdo do gas. Utilizando estes valores, a densidade real dos materiais foi

calculada.
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42.22. DRX

Os testes foram realizados em difratdbmetro Philips-Panalytical PW 1710 a 40 kV e
30 mA. Os difratogramas foram obtidos utilizando passo de 0,06° (26) e radiacdo CuKG.
A base de dados do JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) foi

utilizada como referéncia nessas analises.

4223. FTIR

Os ensaios de FTIR foram realizados em espectrometro Bruker Alpha, equipado com
acessorio de refletancia total atenuada (ATR) e cristal de diamante. Os espectros foram
obtidos entre 4000 e 400 cm, com resolugéo de 4 cm™ e 128 varreduras.

4.2.2.4. Granulometria a laser

Os testes foram conduzidos em granulémetro a laser Cilas, modelo 1064. Os materiais
analisados foram dispersos em agua e examinados sem adicdo de agente dispersante.
Esses ensaios monitoraram a distribuicdo de tamanho de particula das amostras de VB
produzidas antes e depois de etapa de moagem.

4.2.2.5. Adsorgéo de N>

Os ensaios foram conduzidos em equipamento Quantachrome Nova 1200e, utilizando
amostras desgaseificadas sob vacuo a 120 °C por até 12 h. A area superficial especifica
dos materiais analisados foi inferida por meio do método de Brunauer-Emmett-Teller

(BET). O tamanho médio de poros (d — nm) foi calculado através da Equagao (3):

4Vies

d= ,
Aesp

(Eq.3)

onde Vmes representa o volume especifico de mesoporos (cm?/g) e Aesp a area superficial

especifica (m?/g) avaliada pelo método BET.
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4.2.2.6. MEVeEDS

Os ensaios de MEV foram conduzidos em microscépio Jeol JSM-6360LV utilizando
tensdo de aceleracdo de 20 kV. Ensaios de EDS foram realizados em sistema Thermo
Noran Quest acoplado ao microscopio eletrénico. As amostras utilizadas foram

previamente recobertas com camada de ouro com espessura aproximada de 10 nm.

4.2.2.7. Comportamento em SBF

O SBF foi inicialmente preparado seguindo procedimento sugerido por Kokubo e
Takadama [89]. E bem estabelecido que o SBF simula o plasma do sangue humano no
que se refere a concentracao de ions. A formacdo de camada de HA ap6s a imersdo de
um material em SBF é uma importante referéncia para avaliacdo de sua bioatividade. Os
materiais testados foram mantidos imersos em SBF por até 14 dias a 37 °C, sendo a
concentracdo de VB na solucdo mantida em 1,5 mg/mL [89,90]. Apés 1, 3, 7 e 14 dias,
as amostras foram caracterizadas por FTIR, MEV, EDS e DRX.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. CARACTERIZACAO FISICA DAS PARTICULAS DE VB

A Figura 4.2 apresenta as distribui¢bes de tamanho de particula obtidas para o VB antes
e ap0Os sua moagem. Nota-se que a moagem por 12 h das particulas preparadas resultou
em um substancial deslocamento de sua distribuicdo na direcdo de particulas menores.
De fato, os tamanhos médios de particula inferidos para o VB antes e apds sua moagem
foram 220 e 18 um, respectivamente (Tabela 4.1). E bem estabelecido na literatura que o
tamanho de particula do material de partida possui grande efeito sobre a estrutura de poros
de scaffolds produzidos por processo freeze-casting. Segundo Deville [14,16,73], a
presenca de grandes particulas ou mesmo aglomerados de particulas possui efeito
deletério a homogeneidade e propriedades finais do material preparado. Dessa forma, a

etapa de moagem se faz necessario nesse estudo.
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1004 [—o— Como obtido

—o— Ap6s moagem

50 A

Volume
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Volume
incremental (%)

Tamanho de particula (um)

Figura 4.2: Distribuic6es de tamanho de particula obtidas para o VB

antes e apos sua moagem.

Tabela 4.1: Valores de tamanho de particula inferidos para o VB antes e apés sua
moagem em moinho de bolas por até 12 h.

Amostra dio (um) dso(um)  dgg (M) dpsdio (LM)
Como obtido 57 188 430 219
Apds moagem 2 14 40 18

A Figura 4.3 exibe a isoterma de adsorgéo de N obtida para 0 VB ap6s moagem. Segundo
classificacdo da IUPAC [91], trata-se de isoterma do tipo IV com loop de histerese H2.
Esse tipo de isoterma é observada para materiais mesoporosos, onde a histerese esta
relacionada a condensacgdo capilar de N2 em mesoporos. A area superficial especifica,
volume especifico de poros e tamanho médio de poros obtidos para esse material foram
282 m?/g, 0,45 cm®/g e 6,4 nm, respectivamente. Esses valores sdo compativeis com
aqueles reportados por Sepulveda et al. [92] para amostras sol-gel de VB 58S.
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Figura 4.3: Isoterma de adsor¢éo de N2 obtida para o VB ap6s moagem. Os simbolos

abertos e fechados correspondem, respectivamente, aos ramos da adsorcéo e dessorc¢ao.

4.3.2. EFEITO DA SINTERIZACAO SOBRE AS PARTICULAS DE VB

Como descrito no item 4.1, os scaffolds de VB obtidos por processo freeze-casting foram
sinterizados a 1250 °C por 2 h. Dessa forma, é importante avaliar as mudancas estruturais
induzidas no VB durante esse tratamento térmico. A Figura 4.4 apresenta isoterma de
adsorcdo de N obtida para o VB apds sua sinterizacdo. Trata-se de isoterma do tipo 111,
tipicamente observada para materiais macroporosos [91]. Os valores de area superficial
especifica, volume especifico de poros e tamanho médio de poros avaliados para esse
material foram 0,6 m?/g, 8x10* cm®/g e 4,8 nm, respectivamente. Comparando com o0s
valores obtidos para 0 material antes da etapa de sinterizagdo (282 m?/g, 0,45 cm®/g e 6,4

nm), fica claro que o tratamento promoveu sua densificacdo parcial.
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Figura 4.4: Isoterma de adsorcéo de N2 obtida para o VB sinterizado a 1250 °C por 2 h.



38

A Figura 4.5 exibe micrografias de MEV de particulas de VB antes e apds sua
sinterizacdo. Nota-se que as particulas de VB antes da sinterizacdo apresentavam
morfologia irregular, com bordas facetadas. Todavia, ap6s o tratamento térmico se
observa particulas mais arredondadas, com a formacgéo de pescoco entre elas. Esse efeito

é um indicio da ocorréncia da sinterizacdo do material.

Sem sinterizacio Com sinterizacao

Figura 4.5: Micrografias de MEV de particulas de VB antes (esquerda)

e apos (direita) sua sinterizacao.

Os padroes de DRX obtidos para o VB nas condi¢des como preparado e sinterizado séo
apresentados na Figura 4.6. Nenhum pico de difracdo foi observado para o VB antes da
sinterizacdo, revelando a presenca de estrutura amorfa. Por outro lado, picos de difracéo
bem definidos sdo observados para 0 VB ap0s sinterizacdo a 1250 °C. Dentre as fases
encontradas, a cristobalita alfa (a-SiO2) e metasilicato de calcio (CaSiOs - wollastonita e
pseudowollastonita) foram as principais fases cristalinas observadas. Fosfato tricalcico

alfa e beta (o e B-TCP) também foram detectados em menores proporcdes.
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Testes preliminares revelaram que amostras tratadas termicamente em temperaturas
inferiores a 1250 °C exibiram baixa estabilidade mecanica, fragmentando-se durante o
manuseio. Dessa forma, apesar da cristalizacdo do 58S, a etapa de sinterizagéo a 1250 °C
por 2h se fez necesséaria para 0 aumento da resisténcia mecénica dos scaffolds preparados.

0 d 0 0 el UJ® ® Si0, (76-0941)
® [ 0 Pseudowollastonita (74-0874)
~ ¢ 0 oo La-TCP(09-0348)
3 0 7 B- TCP (09-0169)
v e Wollastonita (42-0547)
"o -
5 0
&
ﬁ 7 -J L\_j M./ Sinterizado
ToestAn vt it iy Nio sinterizado
T T T T 1
20 30 40 50

26 (°)

Figura 4.6: Padrdes de DRX para amostras de VB sinterizadas e ndo sinterizadas.

A Figura 4.7 apresenta os espectros de FTIR do VB antes e ap0s sua sinterizacdo. O
material ndo sinterizado exibiu fortes bandas de absorcéo centradas em torno de 460 e
1030 cm™, as quais sdo atribuidas a ligagdes Si—O-Si [93,94]. A banda proxima a
936 cm™ pode estar relacionada ao oxigénio ndo-ligante em ligagdes Si—-O—Ca [95],
enquanto aquela em 1200 cm™ ¢ devida a ligagdes Si—O-Si [96]. Bandas adicionais s&o
observadas no espectro de FTIR do VB apds sinterizagdo. As bandas em 560 e 600 cm™
sdo atribuidas ao modo de vibracdo angular de ligagbes P—O, estando relacionadas a
presenca de TCP [95]. As bandas de absor¢do em 710, 915 e 980 cm™ podem estar
relacionadas as ligages da pseudowollastonita, enquanto aquelas em 790 e 1060 cm™
podem ser devidas a wollastonita [97]. O pico em 420 cm™ é atribuido ao modo de

vibracdo angular de ligagdes P—O—P [98].

As bandas de absorcdo adicionais observadas no espectro de FTIR do VB ap0s sua
sinterizacdo revelam a formac&o de wollastonita, pseudowollastonita e TCP, 0 que esta
de acordo com a DRX (Figura 4.6). Essas evidéncias, juntamente com o DRX corroboram
para o fato que a sinterizacdo do VB 58S a 1250 ° C por 2 h acarretou na formacéo de

fases cristalinas em sua estrutura.
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Figura 4.7: Espectros de FTIR do VB antes e ap0s sua sinterizacao.

4.3.3. AVALIACAO DA BIOATIVIDADE E BIOCOMPATIBILIDADE
ANTES E APOS SINTERIZACAO

A Figura 4.8 mostra o padrdo de DRX do VB58S néo sinterizado e para amostras
submersas em SBF por 1, 3, 7 e 14 dias. Nela ¢é possivel verificar o surgimento de picos
de SiO> cristalino e estruturas compostas por célcio, decorrentes da difusdo existente no
processo. Foram também observados sinais associados a HA logo no primeiro dia de
imersdo em SBF [99]. O pico em torno de 26 = 30° em 7 dias pode ser devido a auséncia

de etapa de lavagem da amostra ap6s imersdo em SBF.
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Figura 4.8 Padrdo de DRX do VB58S ndo sinterizado imerso em SBF

Nos espectros de FTIR do VVB58S ndo sinterizado (Figura 4.9), a pequena banda de P-O
amorfo nas regides de 960-970 cm™ e 600 cm™ estdo relacionadas com estruturas de
fosfato de calcio [100]. A diminuicdo na intensidade da banda em 920 cm™ de oxigénio
ndo ligante (NBO) esta relacionada com a liberagdo de ions Ca®*, também importante na
formacéo de HA.
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Figura 4.9 Espectros de FTIR do VB néo sinterizado imerso em SBF

De forma analoga ao VB58S ndo sinterizado, a amostra submetida ao tratamento térmico
a 1250 °C apresentou a intensificacdo de picos relacionados a formacdo de HA desde o
primeiro dia, mas somente de forma pronunciada no sétimo dia (Figura 4.10). Como ha
sobreposicdo do pico de HA e TCP, o pico 20 em 47° é fundamental para confirmar a

formacdo de HA.
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Figura 4.10 Padréo de DRX de amostras de VVB58S sinterizadas e imersas em SBF

Pela Figura 4.11, é possivel observar a diminuicdo da banda de NBO que tem associa¢édo

direta com a concentracdo de Ca®* na superficie do vidro e formacdo da camada de HA.

Além disso, a intensificacdo da banda dupla de P-O entre 500 e 600 cm™ indica a

formacdo de estruturas cristalinas contendo fésforo [101].
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Figura 4.11 Espectros de FTIR de VB58S sinterizado imerso em SBF por diferentes

intervalos de tempo.
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A partir dos resultados de DRX e FTIR, sugere-se que houve a formacdo de camadas de
HA em ambas amostras (ndo sinterizada e sinterizada). Todavia, a formacdo dessa
camada e mais evidente para a amostra ndo sinterizada. Para o surgimento desta camada
ha a formacéo de ligacdes SIOH por liberacdo de grupos Si(OH)4 e quebra de ligacGes Si-
O-Si, seguida da adsorcdo de Ca, PO4 e CO3 da solugdo de SBF [102]. A sinterizagdo e a
consequente cristalizacdo do VB também alterou seu comportamento quando submerso
em SBF, provavelmente devido a diminuicao da area superficial das particulas e cinética

quimica [43].

A HA encontrada em amostras de 14 dias possui aspecto nodular e relagdo Ca/P
compativel com essas estruturas, que varia entre 1,57 e 1,87 [103]. A Figura 5.11 mostra

a superficie do VB58S com e sem tratamento térmico de sinterizacdo ap0s 2 semanas de

imersdo em SBF.
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Figura 4.12 MEV de amostras sinterizadas e ndo sinterizadas, imersas em SBF, e em
aumentos diferentes, evidenciando HA com textura nodular e EDS com a proporcao dos

elementos quimicos encontrados na superficie.
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4.4, CONCLUSAO

A rota sol-gel empregada, além de garantir um alto rendimento em massa de VB, também
esta de acordo com o esperado e ja observado na literatura para pardmetros como area
superficial especifica (282 m?/g), volume especifico de poros (0,45 cm®/g) e tamanho
médio de poros (6,4 nm) [92]. A moagem do VB por 12 h em moinho de bolas foi eficaz,
uma vez que reduziu o tamanho medio das particulas de 219 pm para 18 pum. A
sinterizacdo reduziu os pardmetros citados acima para 0,6 m?/g, 8x10* cm®/g e 4,8 nm,
dando origem a vérias fases cristalinas no material como wollastonita e
pseudowolastonita. Apesar disso, a bioatividade do material continuou satisfatéria e
houve inicio da formacdo da camada de HA logo nas primeiras 24 h, ainda que

discretamente quando comparada com o VB ndo sinterizado.
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CAPITULOS5. FREEZE-CASTING E IMPREGNACAO DE PCL
POR SOLUCAO DE ACETONA

5.1. INTRODUCAO

Neste capitulo, serd abordada a producdo de scaffolds a partir de particulas ceramicas de
VB58S e a subsequente impregnacao desses materiais com PCL por meio da preparacéo
de solugdo desse polimero em acetona.

5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. PRODUCAO DE SCAFFOLDS E IMPREGNACAO DE PCL POR
SOLUCAO

Scaffolds de VB foram inicialmente obtidos utilizando solucdo hipoeutética de Naph
(40 %p) e Camp (60 %p). Além disso, optou-se pela realizacdo do resfriamento ao ar das

suspensdes ceramicas obtidas, 0 que permite uma lenta taxa de resfriamento do sistema.

Para producéo dos scaffolds de VB, Texaphor 963® (Cognis, Southampton Hampshire,
Reino Unido) foi inicialmente adicionado a 70 °C a mistura hipoeutética de Naph e
Camp. Essa temperatura foi escolhida por estar acima do ponto de fusdo da mistura e
ainda garantir uma seguranca para que seja manuseada e nao solidificar mesmo ao perder
pouco calor. As particulas de VB previamente preparadas foram entdo adicionadas a
solucéo e a suspensao foi agitada por 3 h. Em seguida, o sistema foi mantido em ultrassom
durante 15 min para quebra dos aglomerados de particulas. A carga de VB nas suspensoes
obtidas variou entre 10 e 26 %vol., enquanto a concentragdo de Texaphor foi fixada em
1% em peso da fragdo de VB. O plano inicial era fabricar suspensées com cargas solidas
na faixa de 10-30 %vol. No entanto, ndo foi possivel preparar amostras com cargas solidas
acima de 26 % vol. devido a alta viscosidade da suspensdo obtida e a alta area superficial
especifica do VB.
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As suspensdes preparadas foram entéo vertidas em moldes de PTFE cilindricos (10 mm
de didmetro e 30 mm de altura) e resfriados a temperatura ambiente. Apos a solidificacdo
das amostras, elas foram removidas dos moldes e mantidas em condi¢des ambientes por
até 15 dias para permitir a sublimagdo da mistura Naph-Camp. Os corpos verdes obtidos
foram inicialmente tratados termicamente ao ar a 400 °C por uma hora a uma taxa de 2
°C/min. A temperatura do forno foi entdo aumentada para 1250 °C por 2 horas sob a

mesma taxa de aquecimento.

Para infiltracdo, o PCL (Aldrich / 97% / My = 80.000 g/mol) foi inicialmente diluido em
acetona (Aldrich) sob agitacdo a temperatura ambiente por até 8 h. A concentracédo de
PCL nas solucbes preparadas variou entre 50-200 g/L. Em seguida, os scaffolds
sinterizados foram imersos nas solugdes de PCL e mantidos sob baixa pressao (160 mm
Hg) por 5 min para permitir a infiltracdo do polimero nos materiais. As amostras foram
entdo removidas das solugdes de PCL e secas ao ar a 60 °C durante a noite [104,105]. A

Figura 5.1 esquematiza o processo de obtengédo desses scaffolds.

O percentual de volume de PCL incorporado nos scaffolds (Vrci) foi avaliado através da

Equacao (2):

myq-mg

VpeL = (

onde mo representa a massa inicial do scaffold (g), m: sua massa apds impregnagdo com
PCL e evaporagéo da acetona (g), prcL a densidade do PCL (1,145 g/cm?®), ¢ a porosidade
total avaliada para o scaffold nos Ensaios de Arquimedes e V o volume da amostra
calculado a partir de suas dimensdes (cm®) [104]. A Tabela 5.1 apresenta as amostras

preparadas por meio dessa rota.
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Naftaleno-Canfora
+

Vertido em
moldes PTFE
e depois sacados

+VB 58S Sonicado

|
Envelhecidos
por até 15 dias

Figura 5.1: Metodologia empregada na fabricacdo de scaffolds através da rota de

Mergulhadas em solugdo
PCL e submetidas a vacuo Tratados até 1250 °C

Secagem a 60°C

infiltracdo da solucdo de PCL em acetona.

Tabela 5.1: Amostras obtidas pela rota de infiltracdo de solucao acetona/PCL em
scaffolds de VB sinterizados. *Teor de VB presente na suspensao de partida utilizada no
processo freeze-casting. **Concentracdo de PCL na solucdo de acetona utilizada na
etapa de infiltragdo.

Concentracao

Amostra " Observacéo
585* PCL**

(Yovol) (massa/volume)

VB10 10 0
Amostras sem
VB20 20 0 e
VB26 26 0
VB20-PCL5 20 5
VB20-PCL12 20 125 Scaffolds

contendo PCL
VB20-PCL20 20 20
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5.2.2. CARACTERIZACOES

As caracterizagdes dos scaffolds por DRX, FTIR, MEV e EDS e o comportamento em
SBF foram executadas de forma idéntica aquelas descritas do capitulo anterior.

5.2.2.1. Ensaios de Arquimedes

Os ensaios de Arquimedes foram realizados em balanca Marte AD330 para determinar as
fracbes de poros abertos e fechados presentes nos scaffolds produzidos. Para tal, o
material foi previamente pesado (Mseco), Sendo em seguida imerso em &gua. Para garantir
que todos os poros do material fossem preenchidos com agua, o sistema foi submetido a
vacuo (160 mm Hg) por até 10 min. Em seguida, foram mensuradas as massas do material
submerso em agua (Msubmerso) € apos sua retirada do liquido (Mumigo). A partir desses
valores e da densidade verdadeira (p) mensurada por picnometria de He, foi possivel
estimar as fracOes de poros abertos (Paverta) € fechados (Prechada) presentes na amostra
examinada utilizando as Equacdes 4 a 7:

Mg oy - M
Paperta (%) =<M, e ) x 100, (Eq. 4)
Umido~ "Y*Submerso
p-B
PTotal(%) = (T) X 100%, (Eq. 5)
MSeco >
B= X Pagua » Eq.6
<Mljmido' MSubmerso Pagua ( 1 )

PFechada = l:’Total' l:)Aberta ’ (Eq' 7)

onde Protal representa a porosidade total do material.
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5.2.2.2. Micro-CT

A andlise de micro-CT foi realizada em equipamento SkyScan 1174 com tenséo de 50 kV,
corrente de 800 pA, filtro de aluminio (0,25 mm) e tamanho de pixel de 10 um. As
amostras foram fixadas em suporte e rotacionadas 180°, com imagens adquiridas a cada
0,7°. A reconstrucdo 2D das secdes transversais das amostras foi realizada utilizando o
software NRecon. Para andlise quantitativa da distribuicdo de tamanho de poros foi
utilizado o software CTAnalyzer. A visualizacdo volumétrica dos materiais analisados foi

realizada no software CTVol.

5.2.2.3. Resisténcia a compressao uniaxial

A resisténcia a compressdo em temperatura ambiente dos scaffolds produzidos foi
avaliada em maquina universal de teste Shimadzu AGS-X a uma velocidade de
deslocamento de 0,01 mm/s. A carga foi aplicada perpendicularmente ao eixo central dos
scaffolds, sendo os testes conduzidos conforme descrito na norma NBR 5739. O médulo
de Weibull foi calculado para cada amostra analisada com base em sua resisténcia

méaxima a compressao [106].

5.2.2.4. Testes de viabilidade celular

A citotoxicidade dos scaffolds preparados foi avaliada utilizando células de osteosarcoma
humano imortalizadas (SAOS, ATCC® HTB-85) por ensaios de MTT e LIVE/DEAD®.
As células SAOS foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ,
Universidade Federal do Rio de Janeiro). Os scaffolds examinados foram inicialmente
irradiados com luz ultravioleta por 60 min em cada lado. As células SAOS foram
cultivadas a 37 °C em atmosfera de 5 % CO2 por 72 h em meio Eagle Dulbecco
modificado (DMEM) suprido com soro fetal bovino (10 %vol), sulfato de estreptomicina
(20 mg/mL), penicilina G sodica (10 unidades/mL) e anfotericina B (0,025 mg/mL)
fornecidos pela Gibco BRL (EUA). Para os testes de MMT, as amostras foram preparadas
como recomendado na norma ISO 10993-5. Populagdes de células foram inicialmente

sincronizadas em meio livre de soro bovino por 24 h. A seguir, 3x10° células/pogo foram
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semeadas sobre amostras desenvolvidas em placas de 24 poc¢os. As células SAOS foram

utilizadas em experimentos de passagem 48.

Controles de células e DMEM com 10% de SFB foram utilizados como referéncia. Como
controle positivo foi utilizado Triton X-100 (1 %vol em tampdo fosfato salino / Gibco
BRL, EUA) e como controle negativo lascas estéreis de tubos de polipropileno (1 mg/mL,
Eppendorf, Alemanha). Ap6s 72 h, o meio foi aspirado e substituido por 210 pL de meio
de cultura com soro. Foram adicionados a cada pogo 170 pL de reagente MTT (5 mg/mL)
(Sigma-Aldrich) e incubou-se durante 4 h em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Ap0s esse
periodo, 80 pul de solucdo de isopropanol/acido cloridrico (4 %vol) foram colocadas em
cada poco. Em seguida, 100 pL foram removidos de cada poco e transferidos para uma
placa de 96 pocos para quantificar a absorbancia (Abs) em espectrofotdometro Bio-Rad I-
Mark com filtro de 595 nm. Os valores obtidos foram expressos como percentagem de

células viaveis de acordo com a Equacéo 8:

Abs
Viabilidade Celular(%)= —am 100 (Eq. 8)
AbsControle

onde AbSamostras € AbScontrole representam as absorbancias mensuradas para as amostras e
para 0 grupo controle, respectivamente. A analise estatistica foi realizada em software
Prism (Software GraphPad, San Diego, EUA), considerando como nivel de significancia
P <0,05. Os experimentos foram realizados com n = 6 e analise de variancia simples (One
way ANOVA).

Para os ensaios de LIVE/DEAD®, células SAOS foram sincronizadas em meio sem soro
durante 24 h. Ap6s este periodo, foram semeadas (3x10° células/pogo) sobre as amostras
desenvolvidas em placas de 24 pocos. Apds 72 h o meio foi aspirado e as células lavadas
3 vezes com PBS (Gibco BRL, Nova lorque, EUA) e tratadas por 30 minutos com o kit
LIVE/DEAD viability/cytotoxicity (Life Technologies do Brasil Ltda/ Sdo Paulo) de
acordo com as especificacfes do fabricante. Imagens foram obtidas com microscopio
oOptico Leica DMIL-LED e a fluorescéncia capturada separadamente para calceina (530,0
+ 12,5 nm) e iodeto de propideo (645 + 20 nm).
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. EFEITO DA CARGA DE SOLIDOS

Dentre as muitas varidveis do processo de freeze-casting, o teor de carga solida é
determinante na resisténcia mecanica do scaffold preparado. Por esse motivo, neste
trabalho foram produzidas amostras com teores de VB entre 10 e 26 %vol. Como
mencionado anteriormente, ndo foi possivel ultrapassar o teor de 26 %vol devido a

elevada viscosidade da suspensdo preparada e elevada area superficial das particulas.

A Figura 5.2 exibe as porosidades total, aberta e fechada para scaffolds preparados usando
diferentes cargas de VVB. Esses valores foram calculados apds a realizagdo de ensaios de
Arquimedes. E observado que quanto maior a fracdo de particulas de VB, menor é a
porosidade total do scaffold preparado. VB10, VB20 e VB26 apresentaram,
respectivamente, porosidades totais iguaisa 79,0 + 3,5,64,4 +1,5e 59,2 + 1,0 %.

--{F+--Porosidade aberta
90 ---@--Porosidade fechada

- . é ______________ ---A---Porosidade total
> B
S 604 Tl O A
"g """""""" =
= |
& 30
3] |
al

[ S @ -cncoceemmnnnnns ®

O | ] 1
10 20 26

Carga de VB 58S (vol%)

Figura 5.2: Porosidades total, aberta e fechada obtidas para scaffolds sinterizados a
1250 °C por 2 h. O teor de VB nas suspensoes que deram origem a esses materiais

variou entre 10 e 26 %vol.

Como a rede de poros em amostras obtidas por meio do processo freeze-casting € uma

réplica direta da estrutura do solvente, é plausivel admitir que quanto maior o teor de



53

solidos na suspensdo de partida, menor é a porosidade do material final [14,107]. Este
comportamento estd de acordo com a tendéncia observada pelas retas calculadas na
Figura 5.2. Também é notavel a concentracdo expressiva de poros abertos nos scaffolds
aqui preparados (acima de 60%). Este é um importante resultado, pois scaffolds com
expressivas concentracdes de poros abertos sdo essenciais na regeneracdo de tecidos

danificados e na colonizacédo de células [50].

A Figura 5.3 exibe imagens de micro-CT obtidas para VB10, VB20 e VB26. Observa-se
que a amostra VB26 apresentou uma estrutura fina de poros, enquanto a VB10 exibiu
grandes poros em sua estrutura. A amostra VB20 demonstrou comportamento
intermediario em termos de porosidade, no qual poros em forma de bastdo sao observados
em sua estrutura. A Figura 5.4 apresenta as distribui¢cdes de tamanho de poros avaliadas
para esses materiais. Observa-se que quanto maior a carga solida na suspensdo de partida,
mais fina € a estrutura de poros do material obtido. VB26, VB20 e VB10 exibiram

tamanhos médios de poros em torno de 45, 72 e 120 um, respectivamente.
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Figura 5.3: Imagens de micro-CT obtidas para scaffolds preparados com diferentes
teores de VVB. As regifes escuras sdo poros enquanto as claras representam a fase sélida.

—o— VB 10
——VB 20
—a—VB 26

Zn — tamanho médio de poro

Tamanho de poro
(nm)

1 T T y T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Valor cumulativo (%)

Figura 5.4: Distribui¢es de tamanho de poros estimadas por micro-CT para scaffolds

preparados com diferentes cargas de VB.
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Este comportamento também é observado na Figura 5.5 onde séo exibidas micrografias
de MEV dessas amostras. Poros grandes exibindo tamanhos de até 250 e 150 pum foram
observados respectivamente para VB10 e VB20, enquanto VB26 exibiu poros inferiores
a 80 pm.

Figura 5.5: Micrografias de MEV obtidas para scaffolds obtidos utlilizando diferentes
teores de VB.

As resisténcias a compressao dos scaffolds VB10, VB20 e VB26 sdo mostradas na Figura
5.6. Nota-se que quanto maior a porosidade da amostra, menor € sua resisténcia mecanica.
Neste trabalho, VB10, VB20 e VB26 exibiram resisténcias a compressao iguais a 0,15 +
0,04, 1,52 £ 0,30 e 4,10 + 0,65 MPa, respectivamente. Além de aumentar a resisténcia
mecénica dos scaffolds preparados, 0 aumento da carga sélida também diminuiu a

variagao de resisténcia.
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Figura 5.6: Resisténcia a compressdo em temperatura ambiente para scaffolds de VB
obtidos com diferentes cargas de solidos.



56

O modulo de Weibull avaliado para VB10, VB20 e VB26 foi 3,3, 49 e 5,9,
respectivamente. E relatado na literatura que quanto maior o médulo de Weibull, menor
a variabilidade da resisténcia mecénica dentro de um grupo de amostras [108]. O aumento
do mddulo de Weibull ¢ um ganho expressivo quando se considera processos industriais,
pois se tem maior seguranca na producdo e aplicacdo de pecas ja que a homogeneidade
de resisténcia entre amostras minimiza a ocorréncia de falhas para tensées abaixo do valor

esperado.

Com base nos resultados descritos até aqui, decidiu-se utilizar o VB20 como ideal para
infiltracdo de PCL. Esta amostra apresentou porosidade total em torno de 64,4% e
tamanho médio de poros de 72 pum. Além disso, exibiu significativa resisténcia mecéanica
(cerca de 1,5 MPa), o que permite sua aplicacdo em engenharia de tecidos ésseos [39].
Mesmo a amostra VB26 exibindo forca mecéanica expressiva (em torno de 4 MPa) ela ndo
foi escolhida por apresentar uma fina estrutura de poros, como mostrado nas Figuras 5.3
a 5.15. Essa porosidade fina poderia diminuir a bioatividade do scaffold, pois é provavel
que dificulte o crescimento interno do tecido, o transporte de nutrientes e a angiogénese.
No outro extremo, a amostra VB10 exibiu grande porosidade (~ 79%), mas uma baixa
resisténcia a compressdo (~ 0,15 MPa). Esta baixa estabilidade mecanica limita seu uso

para aplicacdes em engenharia de tecido 6sseo.

5.3.2. INFILTRACAO DE PCL NA AMOSTRA VB20

Observou-se que as solucdes de acetona apresentando concentrac6es de PCL de 5 (VB20-
PCL5), 12,5 (VB20-PCL12) e 20% (peso/volume) (VB20-PCL20) deram origem a
amostras com cargas de polimero iguais a 3,4 + 0,4, 14,1 £ 1,0 e 29,0 £ 2,3 %vol,
respectivamente. Esses valores foram obtidos a partir da Equacéo (2). A Figura 5.7 exibe
a porosidade dos scaffolds de VB em funcdo da carga de PCL neles infiltrada. Observa-
se que quanto maior a concentra¢do de PCL, menor é a porosidade do scaffold. Isso se
deve a penetracdo do polimero na porosidade aberta do material, resultando na diminuicéo

da sua porosidade total.
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Figura 5.7: Influéncia do teor de PCL infiltrado sobre a porosidade dos scaffolds
produzidos. BG20-PCL5, BG20-PCL12 e BG20-PCL20 se referem a scaffolds de BG20
infiltrados com soluc@es de acetona contendo concentracdes de PCL em torno de 5, 12,5

e 20 % (peso/volume), respectivamente.

A Figura 5.8 mostra micrografias de MEV da superficie da fratura desses scaffolds. Fibras
de PCL conectando particulas VB sdo notadas nestas imagens, revelando que o polimero

foi infiltrado com sucesso na estrutura das amostras.

VBZO-PCLS

Figura 5.8: Micrografias de MEV da superficie de fratura de
scaffolds de VB contendo diferentes teores de PCL.

As curvas de tensdo x deformacdo obtidas para os scaffolds infiltrados com PCL s&o

exibidas na Figura 5.9, enquanto a Figura 5.10 apresenta as resisténcias a compressao
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calculadas. Os valores obtidos para o scaffold sem o polimero séo também mostrados para
fins comparativos. Observa-se que a adi¢cao de PCL aumentou a estabilidade mecanica do
VB20. Esse comportamento é mais pronunciado para VB20-PCL12 e VB20-PCL20, onde
o teor de PCL incorporado ao material € maior. Nenhum efeito de aumento da resisténcia
a compressdo foi observado para VB20-PCL5, devido a pequena concentracdo de PCL
neste material (3,4 = 0,4 vol%). No entanto, embora VB20 e VB20-PCL5 apresentassem

resisténcias a compressao semelhantes, o Gltimo exibiu uma maior tenacidade a fratura.

A tenacidade estd associada a area sob a curva de tensdo x deformacdo e se refere a
energia absorvida pelo material durante sua fratura. Para fins de comparacéo, avaliou-se
a area sob as curvas tensdo x deformacdo mostradas na Figura 5.9 considerando-se uma
deformacédo de até 0,15. VB20, VB20-PCL5, VB20-PCL12 e VB20-PCL20 apresentaram

valores em torno de 0,8x10°, 1x10°, 2,7x10° e 3,8x10° J/m?, respectivamente.

A= B ] VB20-PCL20
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Figura 5.9: Curvas tensdo x deformacéo obtidas para scaffolds infiltrados com PCL. A
curva referente ao material sem polimero (VB20) é também exibida para fins

comparativos.
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Figura 5.10: Resisténcia a compressao calculada para os materiais cujas curvas tensdo x

deformacdo sdo apresentadas na Figura 5.19.

Os resultados obtidos reforcam quantitativamente o aumento da tenacidade a fratura dos
scaffolds de VB a medida que uma maior quantidade de PCL é impregnada no scaffold.
VB20-PCL12 e VB20-PCL20 exibiram um notavel efeito de fortalecimento em termos
de resisténcia a compressao e tenacidade a fratura. Nota-se que este comportamento é
mais evidente quanto maior o carregamento de PCL no scaffold.

A forma mais suave das curvas de tensdo x deformacéo obtidas para amostras infiltradas
por PCL também indica que o compdsito manteve alguma resisténcia mecanica
significativa, mesmo ap6s maltiplos eventos de fratura. Segundo Martinez-Vazquez et al.
[105], a incorporacdo de polimeros em estruturas ceramicas acarreta na transferéncia de
carga da fase ceramica para a fase polimérica, o que melhora a resisténcia mecéanica do
scaffold. Além disso, o polimero pode preencher defeitos pré-existentes da estrutura,
unindo as particulas cerdmicas e aumentando a tensdo necessaria para propagacao das
trincas geradas. A ligacéo de particulas de VB por fibras PCL é observada na Figura 5.8.
Além de melhorar a resisténcia a compressao e a tenacidade a fratura da amostra VVB20,
a incorporacdo de PCL também aumentou seu moddulo de Weibull de 4,9 para

aproximadamente 9,7.

A amostra VB20-PCL12 foi utilizada nos ensaios de biocompatibilidade por se tratar de
material que apresentou expressiva porosidade total (55,32 + 2,46%) e resisténcia a

compressdo (cerca de 2,5 MPa), além de boa tenacidade a fratura. O scaffold VB20
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também foi analisado para efeitos de comparacao e a Figura 5.11 é representativa dessa

amostra.

Figura 5.11 — Imagem de scaffolds produzidos VB20-PCL12

utilizados para ensaio de compressdo uniaxial

5.3.3. ENSAIOS DE BIOCOMPATIBILIDADE E BIOATIVIDADE

Neste estudo avaliou-se a toxicidade dos scaffolds produzidos em células SAQS e a
capacidade das amostras em produzirem camada de HAP quando imersas em SBF.
Células SAOS, desde sua primeira descricdo em 1975, tém sido amplamente utilizadas
como modelo experimental para osteoblastos. Isso se justifica, pois sua caracterizacao e
documentacdo sdo amplamente conhecidas e sua cultura € de facil manuseio e
proliferacdo. Além disso, sua capacidade em gerar matriz mineralizada quando
estimulada torna esse tipo celular um modelo experimental atrativo para o estudo de

tecidos mineralizados [109].

A Figura 5.12 mostra imagens obtidas a partir do ensaio LIVE/DEAD®. Trata-se de um
teste de viabilidade celular fluorescente de duas cores baseado na determinagéo
simulténea de células vivas (luminescéncia verde) e mortas (luminescéncia vermelha).

Observa-se que VB20 e VB20-PCL12 apresentaram comportamento semelhante ao grupo



61

controle em termos de fluorescéncia verde (células vivas). No entanto, algumas células
mortas, em vermelho, foram encontradas para VB20 e VB20-PCL12, possivelmente

devido ao sufocamento mecanico de células pelos scaffolds.

100 um

Controle

100 pm “ y - 100 pm
'O ’ | e

Ty

VB20-PCL12 VB20-PCL12

Figura 5.12: Resultados obtidos a partir do ensaio LIVE/DEAD®. As luminescéncias
verde e vermelha correspondem a células vivas e mortas, respectivamente. As barras de

escala mostradas nessas imagens representam 100 pm.

A Figura 5.13 apresenta os resultados obtidos a partir do ensaio MTT. Scaffolds VB20
exibiram, estatisticamente, maior viabilidade celular do que o grupo controle, enquanto
VB20-PCL12 mostrou um comportamento similar ao controle. Ambos VB20 e
VB20PCL12 exibiram viabilidade celular acima de 70%, o que revela que eles ndo

interferiram negativamente na producdo de células SAOS.
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Viabilidade celular (%)

Figura 5.13: Resultados obtidos a partir do ensaio de viabilidade celular por MTT. A
linha tracejada exibida na Figura corresponde a uma viabilidade celular de 70%,

utilizada como referéncia nesses testes.

A menor viabilidade celular exibida pela VB20-PCL12 quando comparada a VB20 pode
estar relacionada a presenca de PCL. Como representado na Figura 5.7, a infiltracdo de
PCL no scaffold VB20 diminuiu a sua porosidade. E relatado na literatura que a resposta
bioldgica de um scaffold de VB esta fortemente relacionada a sua porosidade [110].
Assim, a diminuigéo da porosidade observada quando o PCL foi infiltrado nos poros do
scaffold VB20 pode explicar a menor viabilidade celular exibida pelo VB20-PCL12.

Além disso, deve-se considerar a diminuicgdo significativa na area superficial especifica
(280 versus 0,6 m?/g), volume de poros (0,45 versus 8x10™* cm?/g) e tamanho médio dos
poros (6,4 versus 4,8 nm) do VB quando foi sinterizado a 1250 °C. A pequena porosidade
apresentada ap0s a sinterizacdo pode ser o fator responsavel pela resposta biolégica
exibida por VB20 e VB20-PCL12. Tem sido relatado que quanto maior a porosidade do
VB, maior é a sua bioatividade [111].

Além de fatores como porosidade e area superficial, a composicao quimica e estrutura do
material sdo fundamentais na formacdo da camada de HA responsavel por grande parte
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da bioatividade do material. Na Figura 5.14 é mostrado o padrdo de DRX da amostra
VB20-PCL12 em contato com a solucdo de SBF em diversos tempos. Observa-se picos
de HA e HAC respectivamente em 26° e 47° somente apds 7 dias. Esse resultado condiz
com o fato de parte da superficie do scaffold estar recoberta com PCL, que impede o

contato direto com a solucdo de SBF em instantes iniciais.
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Figura 5.14 Padrdo de DRX de amostras de VB impregnadas

com PCL e imersas em SBF

No espectro de FTIR (Figura 5.15), observa-se que apo6s a infiltracdo, a intensidade das
bandas de C-H e C=0 foram reduzidas devido & interacdo das carbonilas do PCL com
grupos silanol do VB [54]. As bandas de formacdo de P-O e diminuicdo de NBO

corroboram com 0 DRX em relacéo a formagéo de HA entre o terceiro e sétimo dia.
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Figura 5.15 — Espectro de FTIR da amostra VB com infiltracdo de solucédo
Acetona/PCL, imersa em SBF

A Figura 5.16 exibe micrografias de MEV e espectros de EDS obtidos para VB20 antes
e ap6s sinterizacdo como também VB-PCL12 ap6s 14 dias de imersdo em SBF.
Micrografias e espectros associados ao VB20 antes da sua imersdo em SBF sdo também
mostrados para fins comparativos. Nédulos sdo notados em micrografias relativas a
materiais imersos em SBF, estruturas comumente observadas para a HAP [100]. Os
espectros de EDS apresentados na Figura 5.16 revelam uma presenga significativa de
fésforo e calcio nestas estruturas, sugerindo também que tais nddulos sdo formados por
HAP. De fato, observa-se que a relagcdo Ca/P ¢ diferente para a amostra VB20 antes e
apos sua imersdo em SBF, o que novamente pode indicar a formacdo de HAP. Os
resultados obtidos nos ensaios de viabilidade celular e de imersdo em SBF revelam que

os scaffolds VB20 e VB-PCL12 exibem comportamento biocompativel.
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Figura 5.16: Micrografias de MEV e espectros de EDS obtidos para VB20 e VB-PCL12
apos 14 dias de imersdo em SBF. Micrografias e espectros associados ao VB20 antes da

sua imersdo em SBF sdo também mostrados para fins comparativos.

5.4. CONCLUSAO

O aumento da carga ceramica da suspensao é diretamente proporcional ao volume de
poros do scaffold mas ainda assim, em todas as solucdes utilizadas (10, 20 e 26% de
volume de VB), o valor de porosidade aberta era proximo ao da porosidade total (76,65,
61,25, 56,4% de porosidade total/aberta, respectivamente). Dessa forma garante-se que o
processo freeze casting é eficiente em criar poros abertos e interconectados. O aumento
do volume de particulas ceramicas influencia na resisténcia mecanica e na distribuicdo do
tamanho médio de poros e. Quanto menor for o volume ceramico utilizado, menor a
resisténcia e maior o tamanho médio dos poros, mas ndo existe uma correlacdo
matematica de primeiro grau entre essas variaveis. O aumento da carga ceramica também
aumenta 0 modulo de Weibull. As amostras VB10, VB20 e VB26 apresentaram
respectivamente 3,3, 4,9 e 59 de mddulo. A amostra VB20 apresentou valor
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intermediario de resisténcia a compressdo, tamanho de poros e volume de poros, sendo a

escolhida e mais indicada para o processo de impregnacao.

Houve uma relagéo direta entre o aumento da concentracdo de PCL na solucdo de acetona
e a quantidade de polimero infiltrada no scaffold: VB20-PCL5, VB20-PCL12 e VB20-
PCL20 apresentaram respectivamente 3,4, 14,1 e 29,0% em volume de PCL infiltrado.
Pelo mesmo principio, a porosidade total das amostras decaiu de forma linear. Em relagéo
ao scaffold sem polimero (VB20), a infiltragdo de PCL nao foi significativamente
diferente para a concentracdo de 50g/L, entretanto houve aumento da discreto da
tenacidade (de 0,8x10° para 1,0x10° J/m3). A resisténcia a compressdo aumentou 500%
quando a concentragdo da solucéo foi de 125 g/L e sua tenacidade foi 2,70x10° J/m?.
Nessa concentracdo de PCL, seu modulo de Weibull foi elevado de 4,9 para 9,7. O ganho
em resisténcia a compressao foi de 700% quando a concentracdo de 200g/L foi utilizada
e sua tenacidade foi de 3,80x10° J/m®. Como o ganho néo foi tdo pronunciado mas a
porosidade foi comprometida, a amostra VB20-PCL 12 foi escolhida como mais indicada

para aplicacdes biomédicas.

Apesar da diferenca estatistica em viabilidade celular mitocondrial no ensaio
LIVE/DEAD, as amostras antes e apés a infiltracdo foram iguais ou superiores ao grupo
controle, indicando que o processo de adi¢do de PCL ndo é biologicamente incompativel.
O PCL recobre parcialmente as particulas de VB e por isso, sua bioatividade cai em

relacdo ao vidro puro. A formacdo da camada de HA passa de 24 h para 7 dias.
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CAPITULO 6. FREEZE-CASTING E IMPREGNACAO DE PCL
POR IMERSAO EM POLIMERO FUNDIDO

6.1. INTRODUCAO

Partindo das amostras de scaffolds sinterizados denominadas VVB20 e caracterizadas nos
capitulos anteriores, foi testada uma rota na qual o polimero era fundido antes da etapa
de impregnacdo da amostra. Apés resfriamento, a amostra denominada VB20M (M do
inglés melted), apresentou uma espessa camada de PCL que recobria toda sua superficie,
impossibilitando analises de porosidade por Arquimedes. Entretanto, essas amostras
foram examinadas por micro-CT para avaliagdo da porosidade interna, visto que um

grande volume de PCL penetrou nos poros da estrutura conforme sera mostrado a seguir.
6.2. MATERIAIS E METODOS

6.2.1. PRODUCAO DE SCAFFOLDS E IMPREGNACAO DE PCL EM
BANHO FUNDIDO

Semelhante a rota descrita capitulo anterior, este processo se diferencia somente nas
etapas posteriores a sinterizacao dos scaffolds de VB. Apds a preparacao desses materiais,
os scaffolds foram acondicionados em cadinho de porcelana contendo o PCL. Esse
conjunto foi entdo aquecido ao ar a 200 °C por 2 h, resultando na fusdo do polimero.
Segundo Eqtesadi et al. [112], essa temperatura permite a obtencdo de banho com
expressiva fluidez, sem prejuizos a cristalinidade do polimero. A seguir, os scaffolds
foram retirados do banho polimérico e resfriados ao ar. A Figura 6.1 apresenta esquema

dessa metodologia.
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Figura 6.1: Metodologia empregada na fabricacédo de scaffolds compositos

através da infiltracdo do VB em banho de PCL fundido.

6.2.2. CARACTERIZACOES

As caracterizacdes dos scaffolds por DRX, FTIR, MEV e EDS, comportamento em SBF,
testes de viabilidade celular, micro-CT e resisténcia a compressdo foram executadas da
mesma maneira como descrita no capitulo anterior. O ensaio de Arquimedes ndo foi

possivel uma vez que toda a superficie do material foi recoberta por PCL.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1. ANALISE DA INFILTRACAO DE PCL NA AMOSTRA VB20M

Foi observado por micro-CT que a amostra examinada apresentou 9%, 25% e 34% de
porosidade aberta, fechada e total. Isso indica que o efeito de capilaridade em poros
pequenos como os da amostra (diametro médio de 72 um) é suficientemente forte para
vencer a resisténcia devido a viscosidade. Na Figura 6.2 € mostrada a reconstrucdo da

amostra com PCL e fase ceramica.
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Figura 6.2 - Reconstrucdo da microtomografia da amostra VB20M evidenciando a

espessa capa de polimero que se formou na superficie da amostra

A maior quantidade de PCL infiltrada em relacdo as outras rotas é devido a associacao de
dois fatores: o primeiro é o reduzido didmetro de poros, que gera uma maior capilaridade
e promove uma maior forga motriz para a entrada do polimero na estrutura; o segundo
fator é a alta porosidade interconectada do scaffold, que possibilita que o PCL alcance

ndo somente a superficie da estrutura.

Conforme dito anteriormente, as amostras VB20M foram recobertas por uma espessa
camada de PCL que pode ser observada nas micrografias da Figura 6.3. Do lado esquerdo
da Figura temos a regido externa do scaffold, completamente recoberta e ndo exibindo
nenhum poro. Do lado direito, ampliagcdes crescentes da regido interna da amostra,
evidenciando que o polimero conseguiu penetrar profundamente no scaffold.

Especialmente na maior ampliacdo, é visivel que o polimero néo recobre completamente
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as particulas de VB, o que garante uma bioatividade maior para aplicacbes em tecidos

0Ssseos.

Figura 6.3 - MEV da amostra de VB20M em diversas amplia¢fes. Do lado esquerdo

tem-se a superficie externa do scaffold e do lado direito a superficie de fratura interna.

O efeito de reforco gerado no banho de PCL fundido pode ser observado no aumento da
resisténcia mecanica das amostras. Comparativamente com o VB20 sem polimero, o
ganho tanto de tenacidade como tensdo méxima foram pronunciados, sendo esta Ultima
de 6,9 + 3,4 MPa. Isso se deve ao fato da grande quantidade de polimero infiltrada que
reforca o material em toda sua extens@o e promove o deslizamento de cadeias amorfas,
além de servir como uma rede interligando as particulas cerdmicas e evitando a total

ruptura.
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6.3.2. AVALIACAO DE BIOCOMPATIBILIDADE E BIOATIVIDADE

O resultado do ensaio de LIVE/DEAD e MTT séo exibidos na Figura 6.4a e 6.4b,
respectivamente. As amostras VB20 e VB20M apresentaram 0 mesmo comportamento
para células vidveis (em verde) em relagdo ao grupo controle. O comportamento das duas
se manteve semelhante para a fluorescéncia em vermelho, indicando poucas mortes

celulares em relacdo ao grupo controle.

Quanto ao ensaio de MTT, o resultado de ambas foi estatisticamente superior quando
comparado ao grupo controle. Esse fato corrobora para a suposicdo de que os elementos
existentes nas duas formulagdes auxiliam no crescimento celular, uma vez que pequenas
alteracBes de ions no meio extracelular podem ocasionar no crescimento e/ou
diferenciacdo de células bem como mudanca de metabolismo (o que pode ser o resultado

do aumento de mitocdndrias viaveis) [34].
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Figura 6.4 - (a) Resultado LIVE/DEAD e (b) em andlise de MTT para as amostras
VB20 e VB20-PCL12.

Em relacdo a bioatividade, as amostras VB20M que foram recobertas em banho de PCL
fundido apresentaram a menor velocidade para a formacéo da camada de HA. O padréo
de DRX (Figura 6.5) evidencia fracos picos somente entre 7 e 14 dias de imersdo,
enquanto no FTIR a banda de ligacbes P-O associada a HA s aparece ap6s 14 dias
(Figura 6.6). As fases adicionais observadas se devem ao fato de esses materiais ndo terem
sido lavados antes das caracterizagdes e a formacdo de sais precipitados na superficie da

amostra analisada.
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Figura 6.5 — Padrdo DRX de amostras de VB20M em SBF

Os picos de DRX fortes observados em torno de 21° e 23° sdo atribuidos, respectivamente,
aos planos cristalinos (110) e (200) do PCL [115]. Esse pico se deve ao fato de a amostra
ndo ter sido triturada devido a elevada resisténcia do polimero utilizado e 0 DRX ter

analisado a superficie com maior quantidade de polimero.
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Figura 6.6 — Espectro de amostras VB20M em SBF

A amostra VB20M mostrou a formacdo de HA quando imersas por 14 dias. A micrografia
apresentada na Figura 6.7 exibe aumentos distintos com a formagdo de estruturas
nodulares, caracteristicas de HA apds imersdo em SBF [100], que recobrem grande parte
da superficie. Juntamente na MEV, foi feita uma analise de EDS sobre uma das estruturas
recobertas e picos de fosforo e calcio foram encontrados em propor¢des maiores que a
formulacdo original, corroborando para o fato de que essa estrutura é formada por
hidroxiapatita. Picos de sodio e cloro foram detectados uma vez que esses elementos

fazem parte da solucdo de SBF e formaram cristais na superficie.
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Figura 6.7 - MEV das amostras VB20M apds 14 dias de imersdo em SBF
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6.4. CONCLUSAO

A porosidade total e aberta do scaffold VB20 foi reduzida de 61,25% para 28,55%
enquanto a porosidade fechada aumentou de 6,3% para 8,9%. Além disso, uma espessa
camada de PCL recobriu toda a superficie externa da amostra, impossibilitando a
utilizacao da técnica de Arquimedes para mensurar a porosidade. Pelo MEV, observou-
se que nao ha superficie de vidro exposta, reduzindo muito a cinética da bioatividade do
vidro. Entretanto, essa mesma camada promoveu um ganho de resisténcia mecanica de
15 = 0,3 para 7,0 + 3,4 MPa. Ainda, foi observado que internamente as particulas
ceramicas ndo foram totalmente recobertas pelo polimero, o que gera a exposi¢do do
VB58S e possibilita certa atividade do material. A amostra VB20M se mostrou
biocompativel e com maior viabilidade celular mitocondrial que o grupo controle,
estatisticamente semelhante a amostra VB20. Isso se deve ao fato de que a amostra
utilizada para esses ensaios possuia um volume da parte interna do scaffold. Entretanto, a
formacdo da camada de HA se mostrou lenta quando comparada as outras amostras
preparadas nesse estudo, sendo identificada apenas aos 14 dias de imersdo em SBF.
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CAPITULO7. PREPARACAO DE SCAFFOLDS COMPOSITOS
SEM ETAPA DE SINTERIZACAO

7.1. INTRODUCAO

Diferentemente das rotas de infiltracdo de PCL por solugcdo de acetona ou fuséo, este
processo resulta em compdsitos nos quais o polimero refor¢a 0 material ndo somente em
sua porosidade aberta. Além disso, a ndo utilizacdo tratamentos térmicos a 1250 °C evita
a cristalizacdo e densificacdo parcial do VB, o que ndo compromete sua bioatividade e

representa uma economia em termos de energia e tempo.

7.2. MATERIAIS E METODOS

Nesta rota o PCL foi inicialmente dissolvido em acetona, na proporcéo 1:3 a 50 °C em
recipiente fechado por até 2 h. Apos esse periodo o recipiente foi mantido semiaberto sob
agitacdo, permitindo assim a evaporac¢do parcial do solvente e 0 aumento da viscosidade
da solugéo. Paralelamente em outro recipiente fechado, canfeno (Aldrich / 95%) foi
liquefeito a 70 °C. A seguir, canfeno, acido citrico (Aldrich / > 99,5%) e VB foram
adicionados a solucdo acetona-PCL sob agitagdo a 50 °C, sendo o recipiente fechado
novamente em seguida. O sistema foi agitado por 1 h para promover sua homogeneizacéo.
A fracdo de VB adicionada foi fixada em 10 %vol, enquanto o teor de acido citrico foi
mantido em 1 %p da concentracdo de VB. Apos esse periodo, a solucdo preparada foi
vertida em moldes de PTFE e mantida a temperatura ambiente até sua completa
solidificacdo. A etapa de sublimacdo do canfeno foi realizada mantendo os materiais
produzidos a temperatura ambiente por até 10 dias (Figura 7.1). Por fim, as amostras

foram secas ao ar a 60 °C por até 12 h.

A escolha da acetona como solvente para o PCL se deu por sua alta capacidade de
dissolver esse polimero a 50 °C e sua alta pressdo de vapor, o que facilita a retirada dessa
substancia apds desmoldar o scaffold produzido. O &cido citrico foi escolhido nessa rota

por se mostrar eficiente na dispersao das particulas de VB e pela sua alta compatibilidade
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bioldgica, uma vez que ndo ha tratamento térmico nesta rota para garantir a eliminacéo

desse aditivo.
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Figura 7.1: Esquema da metodologia utilizada na fabricacdo de scaffolds compdsitos

Secagem a 60°C

sem etapa de sinterizag&o.

7.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A diferenca na rota de sintese das amostras, denominadas VB10-PCL10 deste ponto do
trabalho em diante, resultou em um scaffold com uma estrutura diferente daquela
encontrada nas duas outras rotas. Além de ser uma amostra bastante flexivel com
recuperacdo elastica visivel (Figura 7.2), observa-se na reconstrucdo da amostra por
micro-CT a distribuicdo uniforme da PCL na extensdo da amostra, Figura 7.3. Tais
amostras apresentaram porosidades aberta, fechada e total iguais a 55%, 12% e 67%;

valores similares aqueles obtidos em ensaios de Arquimedes: 54%, 18% e 72%.
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Figura 7.2 — Fotografia da amostra VB10-PCL10 evidenciando sua ductilidade.

>1 mm<

Figura 7.3 Reconstrucéo por micro-CT da amostra VB10-PCL10

mostrando a atenuacado de feixe de energia que esta associada a adistribuicdo das fases.
Na imagem superior € possivel observar as duas fases e na inferior somente uma fracao

da parte ceramica
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A micrografia da amostra VB10-PCL10 (Figura 7.4) exibe a fratura interna com uma
distribuicdo mais uniforme do polimero sobre as particulas de VB. A melhor adeséo do
PCL na superficie cerdmica e o ndo recobrimento total das particulas sdo ideais em
situagdes nas quais se espera uma distribuicdo mais homogénea entre amostras
produzidas, melhores propriedades mecanicas e maior interagdo com o tecido subjacente

ao implante.

Figura 7.4 — MEV da regido interna de uma amostra

VB10-PCL10, fraturada com nitrogénio liquido, em duas ampliacdes.

A tensdo maxima dos scaffolds VB10-PCL10 foram as maiores desse projeto, atingindo
valores de até 7,75 £ 1,42 MPa, entretanto os graficos de tensdo x deformagdo nédo
apresentaram comportamento similar as outras amostras e se assemelharam a um
elastbmero, Figura 7.5. Trés diferentes regimes sdo observados: um regime elastico linear
associado a compressao da amostra, um platd de estresse caracterizado por uma variacao
do regime elastico linear e relacionado ao colapso de macroporos, e uma regido final de
densificagdo atribuida ao colapso total de poros em todo o scaffold [55].

Devido ao comportamento diferente em relagdo as outras amostras, preferiu-se avaliar
seu desempenho mecanico a partir da medida de seu modulo de Young. Os valores
obtidos (46,69 £ 9,74 MPa) estdo bem acima dos ja reportados para compositos BG / PCL
[55].
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Figura 7.5 Gréfico de tenséo - deformagdo de uma das amostras de VB10-PCL10.

O PCL evitou a falha fragil da amostra VB10-PCL10 provavelmente porque as fibras de
polimero preenchem defeitos pré-existentes na estrutura do scaffold. Tem sido relatado
que soélidos elastoméricos mostram um comportamento mecanico similar, o que sugere

que o CS poderia ser usado em aplicacGes de carga ciclica [113].

Embora o moédulo de Young medido para esses scaffolds esteja abaixo daqueles
comumente relatados para 0 0sso humano, isso pode ndo ser uma grande preocupagéo
porque o local do implante recupera progressivamente suas propriedades mecanicas a
medida que 0 novo 0sso cresce e 0 enxerto 6sseo é substituido. Propriedades mecéanicas
dos hibridos baseados em PCL podem ser melhoradas tanto pela mistura de PCL com
polimeros mais rigidos quanto pela promocao da formacao de ligacfes covalentes entre a
rede de silica e as cadeias de PCL [114,115]. Também podemos aumentar o volume de
particulas de VB usadas. O aumentando a carga sélida na suspensdo assegura que menos
falhas e porosidade podem ser encontradas no scaffold e maiores séo as propriedades

mecanicas.
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7.3.1. AVALIACAO DE BIOCOMPATIBILIDADE E BIOATIVIDADE

No ensaio de LIVE/DEAD, as amostras VB10-PCL10 apresentaram semelhante
crescimento positivo de células em comparacdo com o grupo controle e VB20,
adicionalmente, foi 0 que apresentou comportamento mais préximo do controle em

relacdo a baixa quantidade de células inviaveis (Figura 7.6a).

Essa alta biocompatibilidade foi reforgada ao analisar o ensaio de MTT (Figura 7.6b), no
qual essa amostra resultou na maior diferenca positiva em relacdo ao grupo controle. Esse
desempenho pode ser explicado pela ndo sinterizacdo das particulas de VB, permitindo
que as fases amorfas tenham maior cinética quimica quando comparado as fases
cristalinas das outras rotas. Além disso, esta amostra apresenta particulas de VB de grande

area superficial (282 m?/g), o que favoreceu o crescimento de células SAOS.
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Figura 7.6 - (a) Resultado LIVE/DEAD para VB20 e VB10-PCL10

e em (b) aanalise de MTT para as mesmas amostras



82

Em relacdo a bioatividade e a formacédo da camada de HA, o padrédo de DRX (Figura 7.7)

exibiu ja nas primeiras 24h picos referentes a HA e HAC em torno 32° e 50°.
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Figura 7.7 Padrdo de DRX de amostras VB10-PCL10

No espectro de FTIR (Figura 7.8), as bandas associadas a formacdo desta camada
apareceram pronunciadas desde o primeiro dia. Além disso, o fato de haver uma maior
proporcao de polimero entre a fase ceramica e polimérica faz com que as bandas de C-O

e C=0 sejam ainda presentes apds imersdo em SBF.
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Figura 7.8 Espectro de FTIR de amostras VB10-PCL10

Pela andlise feita por MEV (Figura 7.9), observa-se que a amostra foi completamente
recoberta por HA, inclusive a superficie das fibras poliméricas. A auséncia da etapa de
sinterizagdo e a elevada area superficial de VB possivelmente permitiram a formacao
dessa camada ap6s o primeiro dia imerso em SBF devido a migracdo de ions e deposicao
de cristais sobre a superficie. Nas analises de EDS os picos de fésforo e célcio estdo acima

da quantidade da formulacdo original relativas a HA.
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Figura 7.9 - MEV das amostras VB10-PCL10 ap6s 14 dias de imersdo em SBF com e
sua anélise de EDS
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7.4. CONCLUSAO

A amostra VB10-PCL10 apresentou porosidades semelhantes quando comparadas pelo
ensaio de Arquimedes (55%, 12% e 67% de porosidade aberta, fechada e total) e micro-
CT (54%, 18% e 72%.). A mistura eficaz e processamento por freeze-casting
desenvolvido culminou em uma boa distribuicédo de fases e interacédo entre elas, de forma
que o valor de tensdo maxima foi de 7,75 + 1,42 MPa e modulo de Young 46,69 £ 9,74
MPa, superiores aqueles encontrados na literatura para compdsitos de VB/PCL Sua
biocompatibilidade avaliada por LIVE/DEAD e MTT foi satisfatoria e a viabilidade
celular mitocondrial superior ao grupo controle e ao VB20. A bioatividade é semelhante
aquela do VB quando avaliamos que houve formacéo da camada de HA ja nas primeiras
24 h.
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CAPITULO8. CONSIDERACOES FINAIS

8.1. COMPARACAO ENTRE AS ROTAS DESENVOLVIDAS

8.1.1. PROPRIEDADES MECANICAS

De maneira geral, as amostras exibiram ganho de resisténcia & compressdo apds 0s
tratamentos térmicos e processamentos realizados. A amostra VB20-PCL12 exibiu
resisténcia a compressdo de 2,5 MPa, tenacidade & fratura no valor de 2,7x10° J/m? e
maodulo de Weilbull de 9,7, enquanto a amostra VB20M com PCL impregnado por fusdo
exibiu resisténcia a compressdo de 6,99 + 3,43 MPa. Isso implica que a impregnacéo do
PCL por fusdo acarreta em resisténcia mecénica superior. Todavia, gera uma maior
variabilidade (modulo de Weibull em torno de 1,7), indesejada em processos de
fabricacdes nos quais a confiabilidade do material deve ser garantida. As amostras sem
sinterizacdo a 1250 °C, VB10-PCL-10, alcancaram tensdo maxima de 7,75 + 1,42 MPa,
modulo de Young 46,69 + 9,74 MPa e uma grande capacidade de recuperacdo elastica. A

Tabela 8.1 apresenta as propriedades mecanica de algumas amostras preparadas nesse

estudo.
Tabela 8.1 — Propriedades mecanicas das amostras finais
Amostra ResistéNncia a Tenacidade Weibull Madulo de
compressdo (Mpa) (I/md) Young (Mpa)
VB20-PCL12 2,5 2.7 x 10° 9,7 N&o mensurado
VB20M 6,99 + 3,43 1,44 x 10° 1,49 65,09 + 17,26
VB10-PCL10 7,715+1,42 1,05 x 10° 12,77 46,69 £ 9,74

Apesar de ter alcangado a maior resisténcia a compressao, ndo se pode dizer que a amostra
VB10-PCL10 é a de melhor propriedades mecénicas, pois cada demanda requer
caracteristicas diferentes. Para aplicagcdes em tecido 0sseo, a Figura 8.1 mostra os valores

de resisténcia a compressao e de médulo de Young requeridos [39].
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Figura 8.1 — Principais materiais utilizados na engenharia de tecidos, tecido 6sseo e seus

valores de resisténcia e modulo de Young. Fonte: [39].

Nenhum dos materiais alcangcou a combinacdo das duas variaveis descritas na
Figura 8.1para o o0sso trabecular ou cortical. Entretanto, nem todas as aplicacfes estdo
sujeitas a esforcos mecanicos elevados. Todos os materiais obtidos nesse trabalho
poderiam ser aplicados como preenchimentos, especialmente agueles com menores

maodulos de Young.

8.1.2. TAMANHO E VOLUME DE POROS

As amostras VB20-PCL12 e VB20M partiram dos mesmos scaffolds ceramicos e
sofreram adicdo de polimero por processos diferentes, sabendo disso, a porosidade do
material final € uma forma de comparar a eficiéncia da impregnacéo. Os resultados finais

sdo mostrados na Tabela 8.2.
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Tabela 8.2 — Porosidades das amostras por Método de Arquimedes (*) e Micro-CT (*)

Amostra Porosidade Porosidade Porosidade
Fechada (vol. %) Aberta (vol. %) Total (vol. %)
VB20-PCL12 14,00 41,32 55,32%
VB20M 8,9 25,05" 31,77
VB10-PCL10 15,25%" 54,49% 69,74*

Na amostra VB20-PCL12 a impregnacdo foi menos eficiente que pelo método da fuséo,
VB20M, uma vez que todas as porosidades foram reduzidas, explicada pela maior
infiltracdo do polimero na estrutura. A amostra sem sinterizacao a 1250 °C néo partiu das
amostras VB20 como as duas citadas acima, e sua porosidade foi a mais elevada de todas,
sendo a mais indicada para processos nos quais 0 ancoramento e crescimento celular é

priorizado.

8.1.3. BIOCOMPATIBILIDADE

O ensaio de biocompatibilidade por MTT, mostrou todas as amostras produzidas ndo
apresentam citotoxicidade em células SAOS e que houve diferenca estatistica positiva
entre o grupo controle com as amostras VB20M e VB10-PCL 10 mas ndo houve diferenca
estatistica entre estas duas Ultimas.
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Figura 8.2 — Resultado de ensaio de MTT em células SAQOS de

forma comparativa entre todas as amostras deste trabalho.
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Para o ensaio de LIVE/DEAD, observa-se que as células vivas, em verde, seguem 0
padrdo do controle, bem como as células mortas, em vermelho. Qualitativamente,
somente a amostra VB20M se mostrou um pouco inferior ao controle, provavelmente

devido ao recobrimento quase total do VB por PCL na superficie.

8.1.4. BIOATIVIDADE

A bioatividade dos materiais foram bastante diferentes: a amostra sem sinterizacao
(VB10-PCL10) foi capaz de dar inicio a formacdo da cama de HA nas primeiras 24h,
evidenciadas por DRX, EDS e FTIR; a amostra VB20-PCL12, como foi submetida a
etapa de sinterizacdo e teve sua bioatividade reduzida, mostrou-se mais lenta no processo
de formacao dessa camada; por ultimo, na amostra VB20M que além de sinterizada foi a
mais recoberta pelo polimero, a camada de HA somente foi observada ap6s 14 dias de
imersdo em SBF. Dessa forma, esses materiais teriam ordem decrescente de aplicacdo em

situacBes nas quais a rapida ligacdo do material com o 0sso fosse requerida.
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8.2. CONCLUSOES FINAIS

Observou-se que a sinterizacdo do vidro bioativo a 1250 °C por 2 h diminuiu tanto sua
area superficial especifica de 280 m?/g para 0,6 m?/g, bem como o volume de poros de
0,45 para 8x10** cm®/g além do tamanho médio de poros 6,4 versus 4,8 nm; mas nem sua
biocompatibilidade nem sua bioatividade avaliada pelo comportamento em SBF foram
insatisfatorias. O tratamento térmico de sinterizacdo também levou a cristalizacdo deste
material. a-cristobalita, metassilicato de calcio (wolastonita e pseudowollastonita), alfa e

beta fosfato tricalcico foram observados no vidro sinterizado.

Os scaffolds ceramicos fabricados via freeze-casting utilizando mistura Naph-Cénfora
exibiram uma estrutura macroporosa altamente interconectada e aberta. Apesar do
aumento da carga de VB na suspensao inicial das amostras VB10, VB20 e VB26 resultar
em amostras com menores porosidades, 79,0 = 3,5, 64,4 + 15 e 59,2 + 1,0 %.
respectivamente, estas apresentam maiores resisténcias a compressao com valores de 0,15
+0,04, 1,52 + 0,30 e 4,10 + 0,65 MPa. O médulo de Weibull avaliado para VB10, VB20
e VB26 foi 3,3, 4,9 e 5,9, respectivamente.

A infiltracdo de PCL por solugdo de acetona nos scaffolds aumentou sua estabilidade
mecanica em termos de resisténcia a compressdo e tenacidade e esse refor¢o foi mais
acentuado na rota de infiltracdo por fusdo porque esse comportamento é mais evidente
quanto maior o carregamento do PCL. As fibras de PCL que ligam as particulas de VB
foram notadas nas micrografias de MEV e sugerem que a PCL pode preencher defeitos
pré-existentes na estrutura do scaffold, unindo particulas de ceramica e aumentando a
tensdo necessaria para propagar rachaduras, por isso a melhor uniformidade das amostras

hibridas e melhor coeséo entre as fases garantiu boa resisténcia mecanica.

A estrutura de poros gerada pelo canfeno foi mais interessante que a mistura Naph-Camp,
do ponto de vista bioldgico, devido ao tamanho dos poros e sua distribuicdo. Entretanto,
a porosidade geral diminuiu, podendo ser pelo diferente processamento ou meio

refrigerante.
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Testes de citotoxicidade revelaram que os scaffolds infiltrados por PCL néo interferiram
negativamente na proliferacdo das células SAOS e que amostras sinterizadas resultam em
menores percentuais de viabilidade celular. Houve crescimento de HA na superficie de
todas as amostras, infiltradas por PCL ou ndo, apds a imersdo em SBF por 14 dias. Os
resultados descritos neste trabalho sugerem que os scaffolds compdsitos aqui preparados

séo candidatos promissores para aplicacGes de regeneracéo e suporte de tecido 0sseo.

Cada rota citada apresenta caracteristicas que as tornam mais adequadas as aplicacdes
diferentes. A rota de sinterizacdo e impregnacdo de polimero por solucdo de acetona
possui uma resisténcia mecéanica baixa e altos valores de porosidade, sendo adequada para
situacOes de preenchimento sem grandes solicitagdes mecéanicas. A rota com sinterizagao
e impregnacéo por banho de PCL fundido apresentou resisténcia mecanica intermediaria
mas uma biocompatibilidade menos favoravel devido a sua baixa porosidade. Porém, sdo
materiais mais indicados em situac6es nas quais o implante possui menor necessidade de
interacdo com tecidos vivos. Por ultimo a rota sem sinterizacdo dos scaffolds apresentou
um comportamento similar a de um elastbmero e potencial aplicacdo em situacbes onde

esforcos ciclicos estdo presentes.
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8.3. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Variar a taxa de resfriamento para todas as rotas (diminuir o gradiente de
resfriamento), com o intuito de gerar poros com dimensdes maiores.

e Aprimorar o processo de impregnacdo via banho em polimero fundido, a fim de
evitar o bloqueio dos poros abertos do scaffold.

e Testar outros polimeros biodegradaveis e/ou biocompativeis como PLA, PLGA e
PVA para avaliar 0 quanto as caracteristicas intrinsecas desses polimeros afetam

no processamento e no resultado final.

e Determinar a resisténcia a flexdo das amostras deste trabalho, pois essas
solicitacBes sdo limitantes para a aplicacdo de muitos materiais.

e Avaliacdo in vivo do potencial dos scaffolds para regeneracao dssea.
e Auvaliar a cinética de degradacdo do PCL utilizado nesse estudo (Mw = 80.000).

e Avaliar as propriedades mecanicas e estruturais dos scaffolds apds imersdo em
SBF.
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8.4. CONTRIBUICOES PARA A LITERATURA

- D.M.M. dos Santos, S.M. de Carvalho, M.M. Pereira, M. Houmard, E.H.M. Nunes.
Freeze-cast composite scaffolds prepared from sol-gel derived 58S bioactive glass and
polycaprolactone,  Ceramics International 45 (2019) 9891-9900. doi:
10.1016/j.ceramint.2019.02.030.

- D.M.M. dos Santos, T. Martins, S.M. de Carvalho, M.M. Pereira, M. Houmard, E.H.M.
Nunes. Simple preparation of 58S bioactive glass/polycaprolactone composite scaffolds
by freeze-drying under ambient conditions. Artigo submetido para Materials Letters e em

fase final de revisao.
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