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RESUMO

Fatores como envelhecimento, violéncia e anomalias diversas podem acarretar
uma demora maior de cicatrizacdo de fraturas O0sseas. Com isso faz-se
necessario o desenvolvimento de biomateriais sintéticos que possam ser
empregados como enxertos 6sseos para auxiliar ndo somente na reparacao
tecidual, mas também quanto a promover um melhor o custo-beneficio para essa
intervengdo cirdrgica. Devido a esses fatores e incluidos no grupo das
bioceramicas, encontram-se os derivados de fosfato de calcio, muito utilizados
em aplicacbes médicas por sua similaridade quimica com a composicdo
inorganica dos tecidos duros e serem bioativos. Dentre esses derivados tém-se
os pirofosfatos de célcio (P207, CPP) e fosfatos tricalcicos (Cas(POa4)2, TCP),
obtidos pela condensacdo das estruturas hidrogenofosfatos em ambientes
quimicos ricos em fons fosfato (PO4* ) e ions célcio (Ca?*), respectivamente.
Assim, foram avaliadas através de técnicas como DRX, RAMAN e FTIR que
dentre todos os grupos sintetizados, as amostras B1-liof-1150 (B-CPP), A2-900
e A3-900 (B-TCP) foram as bioceramicas obtidas com maior pureza. Contudo,
devido a lacuna cientifica relacionada com os pirofosfatos de calcio, a amostra
B1-liof-1150 foi considerada o biomaterial mais promissor a ser utilizado na
enxertia 0ssea para a tese. Por causa das limitacdes quanto a baixa resisténcia
mecanica em geral de CPP, foi proposto a associacao dessas bioceramicas com
diferentes matrizes poliméricas, tais como policaprolactona (PCL), Poli(acido
latico) PLA, Alginato e celulose bacteriana para melhorar tal propriedade.
Destacou-se com isso a fabricacdo dos designados Scaffolds 3D, formados pela
combinacéo dessas matrizes com B1-liof-1150. A partir de técnicas como MEV,
EDX e ensaios mecanicos, os diferentes Scaffolds 3D obtidos foram avaliados.
Para além disso, eficiéncia dos Scaffolds 3D de B-CPP e alginato foram testadas
utilizando ensaios de viabilidade celular em células 6sseas precursoras, onde foi
observado a proliferacdo e ancoramento das mesmas. Por fim, concluiu-se que
a escolha de biomateriais sintéticos a base de fosfato de célcio pode apresentar
um melhor custo-beneficio seja ambito da morbidade, da seguranca, do tempo
de tratamento e financeiro.

Palavras-chave: Biomateriais, Fosfatos de calcio, Scaffolds 3D, manufatura
aditiva.



ABSTRACT

Factors such as aging, violence and various anomalies can lead to a longer
healing time for bone fractures. With this, it is necessary to develop synthetic
biomaterials that can be used as bone grafts to help not only in tissue healing,
but also in promoting a better cost benefit for this surgical intervention. Due to
these factors and included in the group of bioceramics, there are the derivatives
of calcium phosphate, widely used in medical applications due to their chemical
similarity with the inorganic composition of hard tissues and their bioactive nature.
Among these derivatives are calcium pyrophosphates (P207, CPP) and tricalcium
phosphates (Cas(POa4)2, TCP), obtained by the condensation of hydrogen
phosphate structures in chemical environments rich in phosphate ions (PO4% )
and calcium ions (Ca?"), respectively. Thus, they were evaluated through
techniques such as XRD, RAMAN and FTIR and among all the synthesized
groups, the samples B1-liof-1150 (3-CPP), A2-900 and A3-900 (B-TCP) were the
bioceramics obtained with greater purity. However, due to the scientific gap
related to calcium pyrophosphates, the B1-liof-1150 sample was considered the
most promising biomaterial to be used for bone graft in the thesis. Due to the
limitations regarding the general low mechanical resistance of CPP, the
association of these bioceramics with different polymer matrices, such as PCL,
PLA, Alginate and bacterial cellulose, was proposed to improve this property.
With that, the manufacture of the well-known as 3D Scaffolds, formed by the
combination of these matrices with B1-liof-1150, stood out. Using techniques
such as SEM, EDX and mechanical tests, the different 3D Scaffolds obtained
were evaluated. Furthermore, efficiency of B-CPP and alginate 3D Scaffolds were
tested using cell viability assays in bone precursor cells, where their proliferation
and anchoring was observed. Finally, it is concluded that the choice of synthetic
biomaterials based on calcium phosphate can be more cost-effective in terms of
morbidity, safety, treatment time and finances.

Keywords: Biomaterials, calcium phosphates, 3D Scaffolds, additive

manufacturing.



Lista de Figuras

Capitulo 1

Figura 1: Esquematizacdo da composi¢ao organica da matriz 6ssea. ...............ccoeuues 23
Figura 2: Esquematizacdo da composi¢ao inorganica da matriz éssea....................... 23
Figura 3: Esquematizacao das CElUIAs OSSEAS.........cceieeeeiiiieiiiiiiii e eeee i e e e e eeaaens 25
Figura 4: Esquematizacdo de diferentes tipos de enxertos 0SSEO0S. ........cccceeeeeeeeeevennns 27

Figura 5: Esquematizacao historica dos biomateriais a partir da Segunda Guerra

IMIUNGIAL. e 28
Figura 6: Fluxograma das variagdes de biomateriais. ... 30
Figura 7: Tamanho do mercado global de biomateriais, por tipo (Bilh6es USD).......... 30
Figura 8: Esquematizacdo de aplicagdes para biomateriais ceramicos....................... 32
Figura 9: Diferentes tipos estruturais de foSfatos. ...........ccoccviiiiiiiiiiiiiiiie e 33
Figura 10: Esquematizacéo de diferentes estruturas fosfaticas. ............ccccoeveiiiiennnne 34

Figura 11: Isotermas de solubilidade do logaritmo da concentracéo de ions Ca e P (em

solugdes saturadas) em funcao do pH, @ 25°C. ......ooeeiiiiiiii e 36
Figura 12: Diferentes métodos de sintese de fosfatos de calcio. ............ccccvveeeeiennn. 39
Figura 13: Diferentes fosfatos de calcio obtidos por neutralizagao. ............ccccccceeeernnne 41
Figura 14: Obteng&o do precursor por reagdo acido-base. ...........ccceeeeeeeee, 44
Figura 15: Obtencgé&o do precursor fosfato de calcio por precipitacdo.......................... 45

Figura 16: Difratogramas de Raios X comparando o padrdo de DCPD com as

amostras Bl e B1-liof sintetizada..............ccoovvviiiiiiiiii 49
Figura 17: Espectros na regido do Infravermelho das amostras B1 e B1-liof. ............. 50
Figura 18: Espectros Raman das amostras B1 e B1-liof. ........ccccooooiiiiiiiiin s 51

Figura 19: Microscopia eletrdnica de varredura das amostras B1 e B1-liof. 400 (Al e
A2), 900 (B1 € B2) € 4000 (CL € C2). ..uueeiieiiiiiiee et e ettt et e e 52
Figura 20: EDX das amostras Bl € BL-liof............ooeeiiiiiiiiic e 53
Figura 21: Difracdo de Raios — X das amostras B1 sob diferentes temperaturas de
sinterizacao e comparadas com 0 padrao B-CPP. ........cooiiiiiiiiiiiiiee e 55
Figura 22: Difracdo de Raios — X das amostras B1 sob diferentes temperaturas de
sinteriza¢do e comparadas com 0 padréo B-CPP. ... 56
Figura 23: Espectroscopia de Infravermelho das amostras B1 sob diferentes
temperaturas de sinterizagcdo e comparadas 0 precursor Bl. ............cccccvveviiiiiiniinnnnnns 58
Figura 24: Espectroscopia de Infravermelho das amostras B1-liof sob diferentes
temperaturas de sinterizacdo e comparadas o precursor B1-liof.............cccccceveeeeneen. 58
Figura 25: Espectroscopia Raman das amostras B1 sob diferentes temperaturas de

sinterizacdo e comparadas 0 Precursor BL. ... 60



Figura 26: Espectroscopia Raman das amostras B1 sob diferentes temperaturas de

sinterizacao e comparadas 0 Precursor Bl. ... 60
Figura 27: Microscopia eletrdnica de varredura das amostras B1 e B1-liof sinterizadas.
600°C (Al e A2), 750°C (B1 e B2), 900°C (C1 e C2) e 1150°C (D1 € D2).....ccceeeeennn. 62
Figura 28: EDX das B1 e B1-liof sinterizadas em diferentes temperaturas. ................ 64

Figura 29: Difratogramas de Raios X comparando o padréo de hidroxiapatita com as

AMOSITAS AL, A2, A3, A, A et e e e e et e i aans 66
Figura 30: Espectros na regido do Infravermelho das amostras Al, A2, A3, A4, A5...68
Figura 31: Espectros RAMAN das amostras Al, A2, A3, A4, A5. ......iiiiiiiiieiiiiiinn, 69
Figura 32: Microscopia eletrdnica de varredura das amostras Al, A2, A3, A4 e A5 com

magnificagdes X100 (A) € XL000 (B). ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 71
Figura 33: EDX das amostras Al, A2, A3 A4 € AB.......ooo i 72

Figura 34: Conjunto de difratrogramas das amostras Al, A2, A3, A4 e A5 sinterizadas
em diferentes tEMPErAtUIAS. ..........cooiiiiiiiiiii e 75
Figura 35: Conjunto de espectros de Infravermelho das amostras Al, A2, A3, A4 e A5
sinterizadas em diferentes tEMPEeraturas. ..........covvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 78
Figura 36: Espectroscopia Raman das amostras Al, A2, A3, A4 e A5 sinterizadas em
diferentes tEMPEratUIaS. ..........ooviiiiiiie i 80
Figura 37: Microscopias eletronicas de varredura das amostras Al, A2, A3, Ad e A5

sinterizadas em diferentes temperaturas com magnificagdo x1000. ..............ccevvveeen.. 82

Capitulo 2

Figura 1: Esquematizacdo da estrutura de um COmMpPOSItO........cceeeeeeeeeeeieeeeiieeeeeeeeee, 88
Figura 2: Esquematizacdo de diferentes fases reforco dos compdésitos. ..................... 89
Figura 3: Estrutura da CElUIOSE. .........ouviuiiiii et 91
Figura 4: Folha de Celulose bacteriana para IeSOES. ..........ccuvviieeiieeeiiiiiiiiiiee e, 92
Figura 5: EStrutura dO PLA........ et e e et e e e e e e e e eeaeees 93
Figura 6: Estrutura do alginato. ...........ouueiiiii i 94
Figura 7: EStrutura de PCL. ......i i e e e e et e e et e e e aaa e e e ees 95

Figura 8: Técnicas de obtencao de Scaffolds: a) lixiviacdo Salina, (b) estruturacao por
espuma, (c) liofilizacéo, (d) eletrofiacdo, (€) Impressao 3D.........ccceevvvveiiiieeeeeeeiiiinnnn, 98

Figura 9: Esquematizacdo do processo de fabricacdo de Scaffolds 3D por liofilizacao.

Figura 10: Exemplos de impresSSa80 3D. ...coooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 101
Figura 11: Esquematizacdo do processo de fabricacdo de Scaffolds 3D impresséo 3D
Lo (o0 1] oo T 10 PP PPPPPPPPPPPPN 102



Figura 12: Extracao de fillamentos...........oi oo 105

Figura 13: Equipamento de bioimpressdo ALLEVI 2............cooiiiiiiiiiiiiiiciiee e, 106
Figura 14: Esquema ilustrativo do ensaio de COMPreSSa0. ......cveveeeerveiriiiiiiiieeaeenaannns 109
Figura 15: Filamentos de PLA puro, CBF/PLA/10, B-CPP/PLA/10 e 3-CPP/PLA/CBF.

................................................................................................................................. 113
Figura 16: Filamentos de 3-CPP/PLA/CBP/195 e B-CPP/PLA/CBP/175. .................. 114

Figura 17: Micrografias eletronicas de varredura dos filamentos de PLA puro (A e B),
CBF/PLA/10 (C e D), B-CPP/PLA/10 (E e F), B-CPP/PLA/CBF (G e H), B-
CPP/PLA/CBP/195 (1) € B-CPP/PLA/CBP/LTS5 (J).uutueeeeiieeeeiiiiiiiiieieaaeeeesseiisieeeaaeens 116
Figura 18: Espectroscopia dispersiva por energia de raios X dos filamentos de PLA
puro, CBF/PLA/10, B-CPP/PLA/10, B3-CPP/PLA/CBF, B-CPP/PLA/CBP/195 e B-
CPP/PLAICBPILTS. oottt e e e e e e e e e et a e e e e e e s e aaaeaeeaeas 117
Figura 19: Espectros na regido do Infravermelho dos filamentos de PLA puro,
CBF/PLA/10, 3-CPP/PLA/10, B-CPP/PLA/CBF, B-CPP/PLA/CBP/195 e B-

CPP/PLAICBPILTS. oottt e e e e e et eaeeas 118
Figura 20: Analise termogravimétrica dos filamentos de PLA puro, CBF/PLA/10, B-
CPP/PLA/10, B-CPP/PLA/CBF, B-CPP/PLA/CBP/195 e B-CPP/PLA/CBP/175. ........ 120

Figura 21: 12 Derivada da curva termogravimétrica dos filamentos de PLA puro,
CBF/PLA/10, 3-CPP/PLA/10, B-CPP/PLA/CBF, B-CPP/PLA/CBP/195 e B-
CPP/PLA/CBPILTS. oo ettt ettt e e ettt e e e e e e e s st e e e e e e e e s e nnnnnaneaaaaens 121
Figura 22: Ensaio mecanico de compressao dos filamentos de PLA puro, CBF/PLA/10,
B-CPP/PLA/10, B-CPP/PLA/CBF, B-CPP/PLA/CBP/195 e B-CPP/PLA/CBP/175......122
Figura 23: Filmes de PCL puro (A), B-CPP/PCL/5 (B), B-CPP/PCL/10 (C), B-
CPP/PCL/15 (D) € B-CPP/PCL/CB/L10 (E)...ettteeeeiiiiiiiiieiiee e e e e eeeiiieeeaa e e e e aesinnanenaaae s 123
Figura 24: Microscopia eletrbnica de varredura dos filmes de PCL puro (A), B-
CPP/PCL/5 (B), B-CPP/PCL/10 (C), B-CPP/PCL/15 (D) e B-CPP/PCL/CB/10 (E).....124
Figura 25: Espectroscopia dispersiva por energia de raios X dos filmes de PCL puro
(A), B-CPP/PCL/5 (B), B-CPP/PCL/10 (C), B-CPP/PCL/15 (D) e B-CPP/PCL/CB/10 (E).

................................................................................................................................. 125
Figura 26: Espectroscopia na regiao do infravermelho dos filmes de PCL puro, -
CPP/PCL/5, B-CPP/PCL/10, B-CPP/PCL/15 e B-CPP/PCL/CB/10. .......cccvvcirvreeaannn. 126
Figura 27: Termogramas dos filmes de PCL puro, B-CPP/PCL/5, 3-CPP/PCL/10, -
CPP/PCL/15 € B-CPP/PCL/CB/10. ....cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 127
Figura 28: Primeira derivada dos termogramas dos filmes de PCL puro, 3-CPP/PCL/5,
B-CPP/PCL/10, B-CPP/PCL/15 € B-CPP/PCL/CB/10. ..ot 128

Figura 29: (A) Scaffolds 3D feitos a partir de PCL puro, B-CPP/PCL/5 e B-CPP/PCL/10;
(B) Residuos da tentativa de impressao de B-CPP/PCL/15. ........coovviieiiieeeiiiiiiinn, 130



Figura 30: Micrografias eletrbnicas de varreduras dos Scaffolds 3D feitos de PCL puro
(A), B-CPP/PCL/5 (B), B-CPP/PCL/10 (C) e o residuo do compdsito B-CPP/PCL/15 (D).

Figura 31: Espectroscopia dispersiva por energia de raios X dos Scaffolds 3D feitos de
PCL puro, B-CPP/PCL/5, 3-CPP/PCL/10 e o residuo do compdsito f-CPP/PCL/15. 132
Figura 32: Termogramas dos Scaffolds 3D feitos de PCL puro, 3-CPP/PCL/5, 3-

CPP/PCL/10 € o residuo do comp6sito B-CPP/PCL/15.......cccoiieviiiiiiiiieee e, 133
Figura 33: Derivada dos termogramas dos Scaffolds 3D feitos de PCL puro, -
CPP/PCL/5, B-CPP/PCL/10 € o residuo do compésito 3-CPP/PCL/15. .................... 133

Figura 34: Scaffolds de AlgPuroA (B), AlgPuroB (B), B-CPP/AlgA/1/1 (C), B-
CPP/AIgB/1/1 (D), B-CPP/AIgA/3/5 (E), B-CPP/AIgA/1/2 (G) e B-CPP/AIgB/1/2 (H)..135
Figura 35: MEV dos Scaffolds de AlgPuroA (B), AlgPuroB (B), B-CPP/AIgA/1/1 (C), B-
CPP/AIgB/1/1 (D), B-CPP/AIgA/3/5 (E), B-CPP/AIgA/1/2 (G) e B-CPP/AIgB/1/2 (H)..136
Figura 36: Espectroscopia dispersiva por energia de raios X dos Scaffolds de
AlgPuroA (B), AlgPuroB (B), B-CPP/AlgA/1/1 (C), B-CPP/AlgB/1/1 (D), B-CPP/AIgA/3/5

(E), B-CPP/AIgA/1/2 (G) € B-CPP/AIGB/LI2 (H). ..o 138
Figura 37: Termogramas dos Scaffolds de AlgPuroA, B-CPP/AlgA/1/1, B-CPP/AIgA/3/5
€ B-CPPIAIGAILIZ. ...ttt as 140
Figura 38: Termogramas dos Scaffolds de AlgPuroB, B-CPP/AlgB/1/1, B-CPP/AlgB/3/5
€ B-CPP/AIGBILI2. ..ottt e e e e e aaaaas 141
Figura 39: Derivadas dos termogramas dos Scaffolds de AlgPuroA, B-CPP/AIgA/1/1, B-
CPP/AIGA/3/5 € B-CPPIAIGAILI2. ...ttt a e e aa e 142
Figura 40: Derivadas dos termogramas dos Scaffolds de AlgPuroB, B-CPP/AlgB/1/1, B-
CPP/AIGB/3/5 € B-CPP/AIGB/LI2. ...ttt 143
Figura 41: Curva de intumescimento dos Scaffolds de AlgPuroA, B-CPP/AIgA/1/1, B-
CPP/AIGA/3/5 € B-CPPIAIGAILIZ. ...ttt aneaa e 144
Figura 42: Curva de intumescimento dos Scaffolds de AlgPuroB, B-CPP/AlgB/1/1, -
CPP/AIGB/3/5 € B-CPP/AIGB/LI2. ...ttt 145
Figura 43: Curva de degradacao dos Scaffolds de AlgPuroA, 3-CPP/AIgA/1/1, B-
CPP/AIGA/3/5 € B-CPPIAIGAILIZ. ..ot 146
Figura 44: Curva de degradacao dos Scaffolds de AlgPuroB, 3-CPP/AlgB/1/1, -
CPP/AIGB/3/5 € B-CPP/AIGB/LI2. ..ottt 147
Figura 45: Ensaio mecanico de compresséo dos Scaffolds de AlgPuroA, B-
CPP/AIgA/1/1, B-CPP/AIgA/3/5 € B-CPP/AIGAILI2. ..o 148

Figura 46: Ensaio mecanico de compressao Scaffolds de AlgPuroB, B-CPP/AIgB/1/1,
B-CPP/AIgB/3/5 € B-CPP/IAIGBILI2. ..., 149



Figura 47 Viabilidade de pré-osteoblastos MC3T3-E1 ao longo de 1, 7 e 14 dias do
cultivo sobre os Scaffolds de AlgPuroA, B-CPP/AIgA/1/1, B-CPP/AIgA/3/5 e -
CPP/AIGAILIZ. ...t ettt ettt e e e e e e et e e e e e e e e e et aaeae s 150
Figura 48: Painel de imagens de fluorescéncia direta do ensaio de viabilidade celular
(Live/Dead) dos Scaffolds de AlgPuroA, B-CPP/AIgA/1/1, B-CPP/AIgA/3/5 e B-
CPP/AIGAILIZ. ...t ettt ettt e e e e e e et e e e e e e e e e et aaeae s 151
Figura 49: Formacao de matriz mineralizada ap6s 14 dias do cultivo de pré-
osteoblastos MC3T3-E1 nos Scaffolds de AlgPuroA, B-CPP/AIgA/1/1, B-CPP/AIgA/3/5
€ BCPP/AIGAILI2. ...ttt e e e e s 152
Figura 50: Viabilidade de pré-osteoblastos MC3T3-E1 ao longo de 1, 7 dias do cultivo
sobre os Scaffolds de AlgPuroB, B-CPP/AlgB/1/1, 3-CPP/AIgB/3/5 e B-CPP/AIgB/1/2.

Figura 51: Painel de imagens de fluorescéncia direta do ensaio de viabilidade celular
(Live/Dead) dos Scaffolds de AlgPuroB, B-CPP/AlgB/1/1, B-CPP/AIgB/3/5 e [3-
CPP/AIGBILI2. ...ttt e e 154

Lista de Tabelas

Capitulo 1

Tabela 1: Formula Quimica, Razao Ca/P, solubilidade e informacdes cristalograficas

dos principais fosfatos de CAICIO............ccvvviiiiiiiiiiiiiiiie e 35
Tabela 2: Estabilidade dos polimorfos de pirofosfatos de calcio e fosfato tricalcio. ..... 38
Tabela 3: Reagentes utilizados Capitulo L...........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 43

Tabela 4: Nomenclatura dos fosfatos de calcio em funcéo da temperatura de

][] (] €74 Lo T TP 46
Tabela 5: Determinacgédo de indice de cristalinidade (IC) usando técnicas de DRX, FTIR
€ RAMAN ...t 48
Tabela 6: Porcentagem das fases HA e 3-CPP nas amostras B1 sinterizadas em
dIferentes tEMPEIALUIAS. ... .ot e e e e et a e e e e e e e e eeeeennens 56
Tabela 7: Porcentagem das fases HA e 3-CPP nas amostras B1-liof sinterizadas em
dIferentes tEMPEIALUIAS. ... .ot e e e e e et e e e e e e e e eeaeennans 56
Tabela 8: indice de cristalinidade por Infravermelho das amostras B1 e B1-liof
sinterizadas em diferentes teMPEeraturas. ...........ceuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 59
Tabela 9: indice de cristalinidade por Raman das amostras B1 e B1-liof sinterizadas

em diferentes tEMPEratUraS. ...........ooiiiiiiiiii e 61



Tabela 10 : Razdo Ca/P das amostras sinterizadas dos grupos B1 e B1-liof.............. 64

Tabela 11: indice de cristalinidade por DRX das amostras Al, A2, A3, A4, A5........... 67
Tabela 12: indice de cristalinidade por Infravermelho das amostras A1, A2, A3, A4, A5.
................................................................................................................................... 68
Tabela 13: indice de cristalinidade por Raman das amostras Al, A2, A3, A4, A5....... 70
Tabela 14: Razdo Ca/P das amostras Al, A2, A3, AL e A5. ..o, 73
Tabela 15: Porcentagem das fases HA e B-TCP e NaCaPO, nas amostras Al, A2, A3,

A4 e A5 sinterizadas em diferentes temperaturas. .........cccoeeevvvveeiiiiiiiieeeeececieee e 77

Tabela 16: Valores de IC por infravermelho das amostras Al, A2, A3, Ad e A5
sinterizadas em diferentes tEMPEraturas. ...........coevvvveviiiiiiieeeeeeee e 79

Tabela 17: Valores de IC por Raman das amostras Al, A2, A3, A4 e A5 sinterizadas

em diferentes tEMPETAtUIAS. ...........ooiiiiiiiiiii e 81
Tabela 18: Razdo Ca/P das amostras Al, A2, A3, A4 e A5 sinterizadas em diferentes
TEMPEIATUIAS. ... iiieri ittt ettt e e e e et e e et e et s e e eene e e e eenn e e e ennn e eene 83

Capitulo 2

Tabela 1: Resumo das propriedades dos Scaffolds. ...........cccoovvviiiiiniiiicie e, 97

Tabela 2: Reagentes utilizados capitulo 2..............cooviiiiiiiiiiiieiccee e, 104

Lista de Equacdes

Capitulo 1

=T o [UF=To3= o R0t PP SUPPPPPRRP 42
=T o U F=To3= o RS SUPPPPPRRP 42

Capitulo 2
EQUAGEOD L ..o 108



Sumario

(07N =] 1 16 11 T O RRTRP 22
Sinterizacdo de fosfatos de calcio obtidos através do método de neutralizacdo e
PreCIPItACAD TE SAUS ..o e eeeeeee oo 22
N 210151807\ TR 22
I R Yot (o 3 @ 1=T=Y o NSRS 22
1.1.1  REPAIAGEAD OSSBA ...ceiiueeiiiiiiiaeeeeaiiiititeee e e e e e e e sttt s e e e e e e e e e s s annebbreeeaaaeaaaann 25
1.1.2  ENXEITOS OSSEOS ....uuuuuuuuuuntuunuunnuntunsusssnssasssssasssssssssssssssssssssssssssssssssnssnnnes 26

R =110 4 F= 1= = L PP PPPPPPPPPPPP 28
1.3  Biomateriais CEramicos € SEUS COMPOSILOS. .....uurrrreeeriiiiiiiiiiiieeeeeaieiiieeeeeenns 30
1.4  Bioceramicas de fosfato de CAICIO..........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 32
15 Obteng80 de B-CPP € B-TCP cooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 39
2. OBUIETIVO ...ttt e e e e e e ettt e e e e e e e s ettt e e e e e e e e e e nnnbnneaaaaeeeaaanns 43
3. EXPERIMENTAL .ceiiii ettt e e e e ettt a e e e e e e e et e e e e e e e e s s nnnrtereaaaaeas 43
3.1 Reagentes UtiiZadOosS ..........eeiii i 43
3.2 Obtencao do precursor fosfato de célcio por neutralizagao ............ccccevvvevevnnnnns 44

3.3 Obtencao do precursor fosfato de célcio por reacao de sais de fosfato e célcio 44

3.4 Obtencao dos fosfatos de calcio sinterizados..............uvuvuiiiiiiiiiiiiiii. 46
3.5 CaAraCteriZAGOES .....uuuuuuuinniiiiiiiiiiiiiii bbb nnne 46
351 Espectroscopia de absorgéo na regido do infravermelho (FTIR)........... 46
3.5.2 ESPEeCtroSCOPIia RAMAN..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibiieeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee a7
3.5.3 Difracdo de raios X (DRX) ...ccovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 47
3.5.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) espectroscopia dispersiva por
energia de raios X (EDX) .....cooviviiiiiiiii a7
3.4.5 Métodos de determinacao de indice de cristalinidade (IC) usando técnicas
de DRX, FTIR 8 RAMAN ... ottt e e e e et a s 47
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ ....oouvvieeeeeeteeeeteeeeeeteteeee et 48
4.1 Obtencao do precursor fosfato de calcio por neutralizag8o ............cccccevveeeennns 48
4.1.1 DIffaGa0 0€ FAIOS X ..eeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiie ettt ettt ettt et et e e e e et e e e eeeeeeees 48
4.1.2 Espectroscopia na regiao do infravermelno ...........ccccoooiiiiiiiiinee 49
4.1.3 ESPectroSCOPIa RAMAN ........uuuiiii e e e e et eeeeeeeeeees 50
4.1.4 Microscopia eletronica de varredura .............ceeveeeeeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 51
4.1.5 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X.........ccvvvvveeeieiiiieeieieeeennnn. 53
4.2 Sinterizag@o amostras Bl € BL-lOf...........oooiiiiiiiiii e 54
4.2.1 DIfraG80 € RAIOS X ...oeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieteeeeet ettt ee e 54
4.2.2 Espectroscopia na regido do Infravermelno ..., 57
4.2.3 ESPecCtroSCOPIa RAMAN ........uuuiii e e e e et eeeeeeeeeees 59

4.2.4 Microscopia eletronica de varredura ..............eeeeeeeieeeeeiieiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeee 61



4.2.5 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X.........oeeeeveeeeeiiinneeeeeeeeennns 63

4.2.6 Consideracgdes entre os grupos Bl e B1-liof obtidoS...........cccvvvvvvviviiiinnnnnnn. 65

4.3 Obtencao do precursor fosfato de calcio por reacao de sais de fosfato e célcio 65
4.3.1 DIfrag80 de RAIO X....ooceiiiieiiiiiei e e e e e e aaanan 65
4.3.2 Espectroscopia na regido do infravermelno ...........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 67
4.3.3 ESPEeCtroscopia RAMEN ........ccvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeee et 68
4.3.4 Microscopia eletronica de varredura ........cccoeeeeeveeeiiiiiie e eeeceecese e e e 70
4.3.5 Espectroscopia dispersiva por energia de raioS X.....ccooeeeveveeeeviiinneeeeneeennnns 72

4.4 Sinterizacdo de precursores obtidos por precipitacao de SaiS .............ccccvvvenenes 73
4.4.1 DIfrac80 de RAIOS X ....cciiiiiiiiiiii it e e e e e e e e e e e aaanee 73
4.4.2 Espectroscopia na regiao do Infravermelho...........ccccooooiiiiiiiiii e, 77
4.4.3 ESPEeCtroSCOPIia RAMAN ........coiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeieeeeeeeeeeee et 79
4.4.4 Microscopia eletronica de varredura .......ccoooeeeeeieeeiiiiiiiei e 81
4.4.5 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X.....cccoeeeevvvvviiiiiiieeeeseeennnns 83
4.4.6 Consideragdes entre os grupos Al, A2, A3, A4, A5 obtidos.............cceeveeee. 84

4.5 Comparacao entre os diferentes biomateriais obtidos. ..........cccoeeevvvviiiiiiiinnneenn. 84
5. CONCIUSBES PAICIAIS .....ceeeiiiiiiiiiieeee e 85
(07N = 1 1 U1 1RO 87

Desenvolvimento de Scaffold 3D de (3-CPP pelos métodos de liofilizacdo e impressao
3D 87

I[N 1 2701607 L 87
3 A O 11 o0 1| (0 1= TSP PRPPRRRR 87
1.1.1  MatrizeS POIMETICAS. ... .uuviiiiiieeeiiiiiiiieiee et 90
1.1.1.1 CeluloSE DACLEIANA .....ceeiiiiiiiiiiieiee et 91
L0 L 2 P LA et e s 92
I 0 R T N [0 [ F= (o PP PPPPPPPPPPPPPPP 94
It 0 e PRSPPI 95
1.2  Scaffolds de fosfato de CAICIO ...........oeviieiiiiiiiiiiiiiice e 96
20 R STor=11 0] [0 K531 o To il [T0) 11 172= Tox- To 1S 98
1.2.2  Scaffolds por impPreSSA0 3D ........uuuuuuuuumuuniiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieniieennieneenaenee 100
OBUIETIVO ..ttt ettt e e e e et e e e e e e e 103
EXPERIMENTAL ...ttt e e e e e e e e e e e e e e aan 104
3.1  Reagentes ULIIZAGOS .........uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieebeeeeeeeeeeneeeeeeeeeeeeeeeenes 104
3.2 ODbtenGao dOS filAMENTOS ........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 104
3.3 ODbteng80 de filMES.....uei e 105
3.4  Fabricagdo de Scaffolds por ImpresSsao 3D ...........eevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieennns 106
3.5 Obtencao de Scaffolds por lIOfiliZAGAO ............uuvvuriviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis 106

3.6  Caracterizacfes FiSiCO-QUIMICAS ......uuuuuuummmrnnnniiiiiiiiininniinnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnes 107



3.6.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) ........ccooooeiiiiiiiiinnnnn. 107

3.6.2  Termogravimetrial .........couuiiiiiiiiiiiiieeee e 107
3.6.3 Intumescimento € degradacaio..........cceeveeeeiiieiiiiiiie e e e 108
3.6.4  Ensaios Mecanicos de COMPIrESSA0......uuceiiieeeriieeiiiiiiieeeeeeeeeriiiiaaaaeaeens 108
3.6.5  Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) e espectroscopia dispersiva
por energia de raioS X (EDX) ....cccooeeieeeeeeeeeeeeeee e 109
3.7  Testes biolOgICOS IN VILrO.........couuiiiiiii e 109
3.7.1  Resposta de células de linhagem osteoblastica cultivadas sobre os
scaffolds de alginato de baixa e alta viscosidade............ccccccceeiviieiriiiiiiiinnneeen. 109
3.7.2  Analise doS dadosS .........ccovviiiiiiiiiiie 111
RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......ocoveiieieeeeeeiteceee et ee et n e e 112
4.1 Obtencao de filamentos a base de PLA € B-CPP ........cccccuvvvvviiiiiieniiininnnnns 112
41.1 Microscopia eletronica de Varredura .................eeeeeeeeeeemmeeeineiiieiiii. 115
4.1.2 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X ..............eeveveeeennennnns 117
4.1.3  Espectroscopia na regido do infravermelno ..............ccccviiieeenieennninnn, 118
4.1.4  TermOQgraVIMEIrTa . ...cuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et e ettt ettt e e e e e e eeeees 119
415 = 7= U0 LY =T o= T ool 1 P 121
4.1.6  Consideragdes entre 0S filamentos.........cccccvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 122
4.2  Obtencao de filmes polimeros de PCL e B-CPP .........viiiiiiiiiiiiieeee, 123
42.1 Microscopia eletronica de Varredura .................eeeeeeeeeiemmeeminniiiiniii. 124
4.2.2 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X ......cccceeeeeeevveviinnnnnnn. 125
4.2.3  Espectroscopia na regido do infravermelho ..............ccccviiieeeiieenniiinn, 126
424  TermOQraVIMETrTa .. ..cuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieee ettt e e eeees 127
4.25  Consideragdes entre 0S filMeS.........oovvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 129
4.3  Scaffolds 3D feitos por Impresséo 3D utilizando filmes a base de PCL ...... 129
43.1 Microscopia eletrénica de varredura...........ccceeeeeeeeiiiiiiiieei e, 130
4.3.2 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X .......ccccoeveeevvvvevnennnnnn. 131
4.3.3  TermograviMerlria ........cuuuuieiiieeeiiiiiiiiies e e ee e eeeeiee s e e e e e e eer e e e eeeeeeanees 132
4.3.4  Consideragdes os Scaffold 3D por Impresséo 3d obtidos.................... 134
4.4  Scaffolds 3D feitos por liofilizacdo a base de alginato..............cccccvvveerinnnns 134
44.1 Microscopia eletronica de Varredura .................eeeeeeeeeeeimeeiieeiieeiiiei. 135
4.4.2 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X ........ccoeveeeeeeeeeeennnnnn. 137
o N =15 0 Lo To | = Y/ 1 =1 = 139
444 Intumescimento e degradaGao..............ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiii 143
4.45  ENSAIOS MECANICOS. ...cciviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereereees 147
446  Testes biolOQICOS IN VILrO ......cevviieiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 149
4.4.6.1 Scaffolds 3D de matriz de alginato de alta viscosidade.................ccc...eee 149

4.4.6.2 Scaffolds 3D de matriz de alginato de baixa viscosidade ........................ 152



447  Consideracdes dos Scaffold 3D obtidos por liofilizagdo....................... 154

4.5 Comparacgédo entre os diferentes Scaffolds Obtidos ..........ccoeevvviiiiiiinneeenn. 155
T OF0 ] [od (VY TSIy o= £ = 11 U 156
CONCLUSAOQ ..ottt ettt et se s 157
[ L ST = O I A N SN 158
REFERENCIAS ...ttt ettt et e e et e e s e st e e s e e eae e e saeesteeaeeas 159

ANEXO ALttt E bbb bbb e e 173



MOTIVACAO

Com o envelhecimento da popula¢do e aumento na expectativa de vida, estima-
se pela ONU que ha 600 milhdes de pessoas no mundo com 60 anos ou mais, e isso
podera dobrar até 2025 atingindo mais de dois bilhdes em 2050 . O impacto econémico
de morbidade nessa populagéo representa um encargo significativo, em consequéncia
a inmeras doencas que estdo associadas com um declinio progressivo em fungéo do
tecido que compartilham muitas caracteristicas do envelhecimento 2.

Doencas no tecido 6sseo, ocasionados ndo somente por esses fatores, mas
também devido ao aumento nas taxas de acidente (transito e violéncia), representam
problemas frequentemente fatais com impactos sociais e humanos negativos, para 0s
quais ainda ndo existem abordagens medicinais eficazes 3. Paralelamente a isso,
encontra-se a insurgente utilizagdo de novos materiais que podem interagir com o tecido
lesionado e auxiliar em sua recuperacao, denominados como biomateriais sintéticos.

Dentre os inumeros tipos de biomateriais, destacam-se o grupo das
biocerdmicas de fosfato de calcio, que representam uma das partes mais importantes
da industria de enxertia 6ssea e de dispositivos biomédicos *. Alguns compostos nesse
grupo de biomateriais, possibilitam a recuperacdo do tecido e simultaneamente sdo
absorvidos pelo organismo. Contudo, sdo encontradas limitagbes quanto a baixa
resisténcia mecanica em geral dessas bioceramicas, sendo proposto entdo sua
associacao com outros compostos que possuem propriedades fisico-quimicas distintas,
tornando factivel sua aplicagdo na enxertia 6ssea, atraves da obtencdo de biomateriais
hibridos denominados Scaffolds 3D °.

Com o progresso da engenharia de tecidos surgiram novas metodologias que
possibilitam a personalizacdo da geometria, porosidade e composicdo desses
biomateriais, de acordo com a necessidade do paciente ©. Tal otimizacdo que por sua
vez tem proporcionado uma nova plataforma para estudos a serem feitos quanto ao
desenvolvimento de Scaffolds 3D em aplicacbes biomédicas para o0 sucesso terapéutico
e reabilitacOes efetivas .

Destacam-se assim a fabricacdo dos designados Scaffolds formados por matrizes
poliméricas com particulas e nanoparticulas inorganicas dos derivados de fosfatos de
célcio 8. Assim, a presente tese baseou-se em obter respostas no que tange a lacuna
de conhecimento quanto fabricacdo de Scaffolds biodegradéveis contendo fosfatos de

calcio para medicina regenerativa de tecidos.



CAPITULO 1

Sinterizacao de fosfatos de calcio obtidos atraves

do meétodo de neutralizacao e precipitacao de sais

1. INTRODUCAO

1.1 Tecido Osseo

O osso € um tecido especializado, encontrado nos animais vertebrados e com
propriedades especificas de acordo com o0 ambiente que esses animais vivem e ao tipo
de esforco em que é submetido °. Uma de suas funcdes esta relacionada diretamente
ao suporte de forcas e tensdes através da estrutura esquelética, sendo dessa forma,
um dos tecidos mais residentes encontrados no corpo humano e que garante, assim, a
protecdo dos Orgdos viscerais. O tecido 6sseo também assegura a sustentacdo dos
musculos esqueléticos, a movimentacdo do corpo e o armazenamento de nutrientes,
tendo consequentemente um papel fundamental no equilibrio e regulagdo de ions
essenciais no corpo .

Sendo um tecido conjuntivo, 0 0sso € constituido por 33% de matriz organica e
67% de matriz inorganica (ou mineralizada). Como ilustrado na Figura 1, a composicéo
organica é formada predominantemente (variando de 85 a 95%) por fibras de colageno
do tipo I. Essa importante proteina fibrosa garante firmeza e elasticidade a estrutura
0ssea e € obtida através da polimerizagdo do tropocoladgeno (unidade tripeptidica das
fibrilas de colageno). Através de ligacBes peptidicas, os aminoacidos hidroxiprolina,
glicina e prolina se ligam entre si, gerando, dessa forma, unidades tripeptidicas basicas
organizadas em triplice hélice. Os compostos ndo colagenosos também presentes na
composicdo organica incluem um amplo conjunto de outras proteinas, tais como

glicoproteinas, sialoproteinas e fosfoproteinas 112,

22



Figura 1: Esquematiza¢éo da composigéo organica da matriz 6ssea.
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Fonte: Adaptado de Conceptos Biologia, Flexbook, 2021 *2,

Distribuidos através das fibras colagenas sao encontrados majoritariamente os

ions célcio e fosfato, que compdem a matriz mineralizada do 0sso, representando cerca

de 50% de sua massa, promovendo assim a dureza e resisténcia, caracteristicas do

tecido 6sseo. Esses ions sdo os constituintes do mineral mais importante produzido pelo

corpo humano, os cristais de hidroxiapatita ou apatita biolégica. Tendo tamanhos que

variam de 10 a 100 nm, esses cristais de fosfato de calcio ndo estequiométricos

permeiam as cadeias colagenosas e possibilitam substituicdes de ions como carbonato,

fluoreto, cloreto e citrato, que sdo encontrados em menores quantidades, mas que

também sdo fundamentais para reparo e manutengdo constante da estrutura 6ssea 4.

Todas essas informagdes sdo esquematizadas na Figura 2.

Figura 2: Esquematizacao da composic¢ao inorganica da matriz 6ssea.
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Fonte: Adaptado de Conceptos Biologia, Flexbook, 2021 3.
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Como ilustrado na Figura 3, também sdo encontradas na matriz dssea a
presenca das seguintes células *°:

-Osteoblastos: S&o células responsaveis pela mineralizacdo da matriz 6ssea,
bem como a formacéao das proteinas colagenosas e ndo colagenosas que dardo origem
a matriz organica do o0sso. Durante sua sintese, a matriz se deposita ao redor dessas
células, formando as lacunas e canaliculos, responsaveis pela permeacéao de nutrientes
pelo corpo. Enquanto ndo mineralizada essa matriz € nomeada como ostedide e o
processo de calcificacdo ocorre atravées da secrecao de pequenas vesiculas, provindas
dos osteoblastos, que possuem altos teores de fosfatase alcalina 6.

-Ostedcitos: Aprisionados nas lacunas da matriz recém-formada, os osteoblastos
sdo denominados como ostedcitos, que serdo células achatadas menores e essenciais
para manutencdo 0ssea, através da sintese e reabsor¢cdo da matriz e contribuindo
fortemente para o equilibrio de célcio no sangue. A quantidade dessas células esta
relacionada diretamente com a velocidade de formacdo éssea, portanto quanto mais
rapido for a sintese 6ssea maior serd o numero de osteoblastos aprisionados, que por
sua vez se tornardo ostedcitos. A apoptose dos ostedcitos resulta por sua vez na
reabsorcéo e remodelacdo do tecido 6sseo por outros osteoblastos *’.

-Osteoclastos: Sado células maiores, multinucleadas e responsaveis pela
reabsorcdo da matriz 0ssea através da secrecdo de enzimas fosfatases acidas e
colagenase, sendo capaz de digerir a matriz organica e causar a dissolucdo do fosfato
de célcio. Sua atividade € controlada pelos horménios paratorménio (reabsorcdo da
matriz) e calcitonina (reducéo da atividade celular) .

-Osteoprogenitoras: Derivadas de células tronco mesenquimais, sdo
consideradas como células reserva e quando estimulada se transformam em
osteoblastos que posteriormente serdo responsaveis pela formacao e crescimento da
matriz 6ssea. Esse tipo de célula se encontra na superficie externa e interna dos 0ssos,
denominados como periosteo e endosteo. De maneira sumariada, essas células
mesenquimais irdo se diferenciar para formacdo de osteoblastos, que por sua vez
sintetizam os ostedides que se mineralizam e englobam os osteoblastos gerando assim

0s ostedcitos 1°.
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Figura 3: Esquematizacdo das células 0sseas.
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Fonte: Adaptado de Conceptos Biologia e General Microbiology, 2019 1329,

1.1.1Reparacao 0ssea

A reparacdo natural do tecido 6sseo ocorre de maneira dindmica e atraves de
uma resposta celular semelhante a de outros tecidos organicos, tais como inflamacéo e
cicatrizacao. Durante esse processo fisiolégico de reparo, diferentes células também
sdo necessdérias, incluindo leucdécitos, macréfagos e outras células do sistema
imunoldgico. Estima-se que durante a fase adulta, os seres humanos remodelem de 10
a 30% da sua massa 0ssea a cada ano, fazendo com que a estrutura esquelética tenha
uma idade média em torno de oito anos ?* .

Embora haja a presenca de uma “manutengao preventiva” continua na matriz, o
0sso também é suscetivel de fratura (ou quebra) que pode ocorrer devido a acidentes,
violéncia, doencas genéticas e envelhecimento e esse tecido lesionado precisa ser
substituido. Contudo, ao contrario de outros tecidos conjuntivos, onde o tecido cicatricial
frequentemente se parece diferente do tecido normal ou tem sua fun¢cdo modificada, o
0sso repara-se produzindo um novo tecido ésseo verdadeiro ?2. Em razdo dessa
propriedade e com um tratamento de reparacdo adequado, uma fratura simples ou
multipla recuperada torna-se praticamente imperceptivel. Dentre as etapas de cura de
uma fratura, encontram-se:

- Estagio inflamatdrio, o qual € iniciado instantaneamente apos a fratura e hd a
presenca de células imunoldgicas que removem os tecidos danificados, aumentando o
fluxo sanguineo na area, tornando-a inchada e sensivel. Nesse estagio, a regido

fraturada necessita ser mantida imobilizada através da utilizacdo de talas ou gesso .
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- Estagio de reparacdo, ocorre dias apds o surgimento do trauma e pode durar
semanas a meses. Nessa etapa ha a formacéo do novo 0sso, denominado como calo
0sseo, entretanto essa nova matriz ndo € mineralizada ainda, ndo tendo dessa forma a
dureza e resisténcia de um 0sso maduro, tornando-se necessario continuar a
imobilizagdo do local 22,

- Estagio de remodelacdo, momento no qual o osso da é&rea fraturada é
restaurado a sua condi¢do original. Sendo caracterizada pela deposi¢éo de calcio no
calo 6sseo, tornando-o mais rigido e possibilitando a retomada gradativa das atividades

exercidas pela regido anteriormente 22,

1.1.2 Enxertos 6sseos

As fraturas cicatrizam-se de maneira apropriada e com pouca complica¢do, mas
fatores como idade do paciente, a gravidade da regido lesionada e anomalias diversas
podem acarretar uma demora maior de cicatrizagdo, bem como impedir que haja a
calcificacdo completa da regido fraturada. Com isso faz-se necessario a utilizagdo de
implantes ou enxertos 0sseos que irdo auxiliar nessa cicatrizagéo tecidual através de
uma intervencéo cirlrgica .

Os materiais a serem utilizados para essa finalidade, devem permitir a ocorréncia
de osteogénese, ndo causar efeitos adversos ao paciente, ser facilmente vascularizado
e garantir sua completa substituicdo por um novo tecido 6sseo em quantidade e
qualidade semelhante ao do paciente . Como esquematizado na Figura 4, existem
diferentes tipos de enxertos 6sseos que podem ser utilizados para esse objetivo
terapéutico, dentre estes estéo:

- Autégeno: a enxertia 0ssea autdgena € considerada mundialmente como a
forma mais eficaz de recuperacéo do tecido 6sseo, visto como um material capaz de
reunir todas as propriedades necessdarias para uma recuperacao 6ssea ideal. Sua
aplicacdo possibilita uma rapida revascularizacao, integracdo com a regido fraturada e
ndo sendo considerado um corpo estranho, ja que provem do préprio paciente. A
limitacdo encontrada nesses enxertos é devido a pouca quantidade disponivel do tecido
doador, geralmente provinda de areas 6sseas como iliaco e a calvaria. Outro desafio
encontrado estd na morbidade, onde se faz necessario a realizacdo de duas
intervencdes cirdrgicas, uma para retirar o material doador e outra para implanta-lo 2°.

- Homogeno: uma alternativa para substituir a enxertia autbgena, os enxertos
homdgenos séo provenientes de doadores de mesma espécie e podendo ser utilizados
em grandes quantidades se necessério. Esse tipo de enxerto pode provir de diferentes

areas 0sseas, (cortical ou medular) e sua obtencdo ocorre através de um banco de
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tecidos 6sseos (BTO), que tem como a funcdo a coleta, andlise, processamento,
armazenamento e distribuicdo de tecidos musculoesqueléticos para transplantacao.
Tem como principal desvantagem a infeccdo cruzada durante o procedimento cirdrgico,
pois pode ser considerado um corpo estranho pelo sistema imunolégico #’.

- Heter6geno: esse tipo de enxerto possui propriedades semelhantes aos
enxertos homoégenos, requerendo menor tempo para implantacdo, uma Unica
intervencdo cirdrgica, entretanto é proveniente de doadores de outras espécies (ndo
humanos). Os enxertos heterégenos mais comuns encontrados no mercado
odontologico sdo os de origem bovina e suina no formato de pds e utilizados
principalmente na corre¢cdo de falhas buco-maxilo. Sua limitagdo também inclui
respostas imunes e inflamatérias adversas do paciente .

- Alopléstico: provindos de materiais sintéticos, 0s substitutos 0sseos
aloplasticos ou sintéticos tém ganhado cada vez mais aceitacdo no mercado. Sua
sintese viabiliza um controle absoluto da producdo, garantindo que possiveis
transferéncia de patologias (inerentes na obtencao de enxertos heter6genos e
homdégenos), ndo ocorram 2°. Tem sido amplamente estudado nos Gltimos anos devido
ao seu menor grau de absor¢cdo pelo organismo, se comparado com os demais
enxertos. Entretanto, com a evolucdo da ciéncia de biomateriais novos compostos e
combinagfes surgiram para melhorar e expandir ainda mais os resultados clinicos

relacionados a esse tipo enxerto .

Figura 4: Esquematizacao de diferentes tipos de enxertos 6sseos.

[[] Regiao de onde o enxerto sera removido
[[]Regiéo onde o enxerto sera aplicado

Fonte: Elaborado pelo autor.
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1.2 Biomateriais

Biomateriais de uma perspectiva de cuidados de saude podem ser definidos
como materiais que podem ser utilizados de maneira terapéutica e que possuam
propriedades intrinsecas, tais como: biocompatibilidade e biofuncionalidade 3. Esses
materiais devem garantir que, a curto e/ou longo prazo, sua utilizacdo e seus produtos
de degradacéo, ndo causem nenhum dano celular (biocompatibilidade), assim como
sendo um efetivo substituto de alguma funcgéo biolégica durante o periodo necessario
(biofuncionalidade). O desenvolvimento de novos biomateriais representa um desafio,
devido a necessidade de caracteristicas que os tornem adequados para entrar em
contato imediato com o tecido vivo, garantindo que possa ser usado para tratar,
aumentar ou substituir parte do tecido ou 6rgédo do corpo humano 323,

Historicamente, o conceito de aplicacdo desses materiais com finalidades
terapéuticas é encontrado cerca de 5000 a.C. onde sdo relatadas o surgimento das
primeiras suturas. S&o historiados também a utilizacdo de componentes metélicos para
tratar lesdes cranianas e reposi¢cdes dentarias por povos egipcios, astecas e chineses.
Entretanto, o grande avanco na area de biomateriais ocorre durante o Século XX, por
consequéncia da Segunda Guerra mundial, onde nesse periodo ha a intensa
necessidade de cuidados médicos & ex-combatentes. Devido a isso, a aplicacdo de ligas
de titanio, molibdénio, tantalo e cobalto foram muito difundidas devido a suas
propriedades biocompativeis ao tecido humano. E esquematizado na Figura 5 a
contextualizacao histérica dos biomateriais desenvolvidos a partir dessa época até o

momento presente 4,

Figura 5: Esquematizac¢ao histérica dos biomateriais a partir da Segunda Guerra
Mundial.
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Fonte: Adaptado de Murugan, Evolucdo dos Biomateriais, 2005 *°.
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E definido pela literatura que até a década de 1960 todos os biomateriais
produzidos rementem a sua primeira geracao, que tinham por finalidade serem apenas
resistentes a corrosédo, toleraveis ao organismo e nao interagirem (ou interagirem de
forma minima) quando em contato com o0s tecidos vivos, denominados como
biotoleraveis e bioinertes .

Apéds a implantacdo desses materiais, 0 organismo celular € capaz de isola-los
através de uma camada de tecido fibroso fina (bioinertes) ou por uma camada mais
espessa (biotoleravel). Essa camada envoltéria é induzida pela liberagdo de produtos
de corrosdo, ions ou componentes quimicos presentes no material implantado, sendo
qgue quanto mais espessa essa camada for, menor é a tolerancia do organismo com
esse material. Quando o tecido e o biomaterial de interesse ndo sado biocompativeis
pode entdo ocorrer o surgimento de alergias, inflamagdes e/ou influéncia carcinogénica
e mutagénica *. Com isso, essa primeira geracdo é associada diretamente com o
desenvolvimento e popularizacdo de implantes 6sseos feitos com metais e suas ligas.

A segunda geracdo de biomateriais, surgida na década de 1970, ja esta
relacionada com o estudo de materiais que além das propriedades béasicas de aceitacao
pelo organismo possam também formar ligagbes quimicas entre o implante e o tecido
vivo, devido sua similaridade estrutural e quimica (bioativos). Surgem também
biomateriais que ndo necessitam serem retirados ou substituidos com o tempo, pois
serdo degradados, fagocitados e/ou solubilizados pelo metabolismo do paciente
(biodegradéavel). Podem ser destacados nessa geracdo a presenca dos biomateriais
ceramicos e polimeros %,

Na terceira geragdo, iniciada por volta da década de 1990, visa o
aperfeicoamento e combinacdo das duas propriedades apresentadas na segunda
geracdo. Quando implantados, os biomateriais bioativos e biodegradaveis estimulam a
formacdo de novo tecido celular especifico e apos certo tempo é reabsorvido pelo
organismo. Sdo encontrados aqui implantes teciduais, tais como: pele artificial,
cartilagem para articulacdes etc. *°.

A quarta geracdo e mais recente, desde o inicio de 2010, tem como foco o
desenvolvimento de biomateriais utilizando nanotecnologia para induzir a uma resposta
ainda mais satisfatéria quando em contato com o meio celular. Nessa geracao,
relacionada diretamente a engenharia de tecidos, busca-se compreender fatores que
potencializam a obtencdo do tecido vivo de interesse (biomiméticos), tais como:
processo de formacdo e reconstru¢do dos tecidos moles e duros, a importancia da
fixacdo efetiva do implante ao corpo e associar a liberacao controlada de farmacos para
reduzir efeitos imunoldgicos adversos %°. Todas essas subclassificacées, bem como a

origem dos biomateriais (podendo ser natural ou artificial), séo reportadas na Figura 6.
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Figura 6: Fluxograma das variacdes de biomateriais.
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Fonte: Adaptado de Olsson, Débora Cristina et al, 2008 “*.

1.3 Biomateriais ceramicos e seus compositos

Descobertos ha milhares de anos, as propriedades de compostos ceramicos sao
inerentes a evolugdo tecnolégica humana, como por exemplo, na antiga técnica de
moldagem do barro, submetendo-o ao fogo e tornando-o rigido e duro. Assim como
exemplificado, sua forma de obtencdo mais simples ocorre através de altas
temperaturas, considerado assim um biomaterial estdvel em condicdes ambientais
severas 2. Atualmente no mercado global bilionario de biomateriais, os biomateriais
ceramicos ou bioceramicas representam a maior receita no seguimento, sendo
responsavel por 36% de participacdo em 2019 e é estimado que esse numero suba

ainda mais até 2027, como presentado na Figura 7.

Figura 7: Tamanho do mercado global de biomateriais, por tipo (Bilhdes USD)
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Fonte: Adaptado “3.
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Em termos fisico-quimicos, é encontrado nesses materiais alta resisténcia ao
desgaste, corrosao, propriedades isolantes elétricos e térmicos, com isso, possuem um
alto tempo de degradacdo in vivo. Segundo a American Ceramic Society as
bioceramicas séo formadas por uma ligacdo entre um metal e um ametal, sendo essa
ligacdo predominantemente dada como iénica, tendo os ions metélicos carregados com
cargas positivas (cations) e os ions dos elementos ndo metalicos carregados
negativamente (anion) 4.

Por se tratar de um composto com ao menos dois elementos em seu reticulo
cristalino e ocupando posi¢cdes especificas, sua estrutura € considerada complexa. A
propriedade de polimorfismo, onde um mesmo material sélido pode apresentar
diferentes formas cristalinas é muito comum nos biomateriais ceramicos. Um exemplo
esta nos polimorfos de 6xido de silicio (SiO) tridimita, cristobalita e quartzo, utilizados
na reparacdo 6ssea *°. As bioceramicas de maneira geral podem ser classificadas em
categorias que englobam algumas propriedades ja relatadas como:

-Bioinertes: embora todo biomaterial cause uma resposta nos tecidos vivos em
gue interage, a bioinércia continua sendo um termo comumente empregado para
bioceramicas que causam respostas interfaciais minimas, ndo se ligam e nem sao
rejeitadas pelo organismo hospedeiro. Alguns exemplos desse tipo de bioceramicas
sdo: 6xido de zirconia (ZrO.) e aluminatos (Al.Os e a Al,O3) “°.

-Porosas: nessa categoria, os biomateriais ceramicos apresentam artificialmente
a presenca de macroporos (com didmetro que pode variar de 50 a 250 pm),
possibilitando assim que haja o crescimento interno de novos tecidos através de seus
poros. A utilizagdo de técnicas de sintese para formacao desses poros € muito comum
em aluminatos (Al;Os e a Al,O3) e na hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2) #'.

-Bioativas: definidas como bioceramicas que induzem algum tipo de resposta
biol6gicas especifica de interesse, ha nesse caso respostas interfaciais entre o implante
e o tecido vivo. Dentro dessa categoria sdo encontrados os biovidros ou vidros ativos
(SiO2, Na,0, Ca0, P.0s) e a hidroxiapatita (Caio(POa4)s(OH)2) 48,

-Biodegradaveis: termo usado para bioceramicas com capacidade de serem
absorvidas pelo organismo e posteriormente serem substituidas por um novo tecido, tais
como os sais de fosfatos de calcio (Caz(POa)2, CaHPQO4, CagH2(PQOu4)s) .

Como anteriormente mencionado, o uso das ceramicas é relatado desde a
segunda geracédo de biomateriais, mas sendo limitado apenas a fun¢des odontolégicas
como substituicdes de coroas e cimentos de vidro para preenchimento. Sua aplicacdo
direta como protese ortopédica é reduzida devido ao fato de que, uma vez implantados,
esses biomateriais precisam suportar cargas e tensdes de cisalhamento na interface

6ssea, variando de 70 a 700N, em simples movimentos corpdreos 0L,
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Entretanto, por apresentarem baixa resisténcia mecéanica, em geral, as
bioceramicas ganharam maior popularidade ao serem combinadas com outros
compostos que possuem propriedades fisico-quimicas distintas e que ndo interagem
naturalmente entre si °. Com isso, novas combinacdes de biomateriais podem ser
propostas, tornando factivel sua utilizacdo em diferentes areas médicas, através da
obtencéo de biomateriais denominados como compositos ceramicos. E reportado na

Figura 8 as inumeras aplicages dos biomateriais ceramicos e seus compositos.

Figura 8: Esquematizacdo de aplicacGes para biomateriais ceramicos.
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Fonte: Adaptado de Hench & Wilsson, 1993 .
1.4  Bioceramicas de fosfato de calcio

Incluidos no grupo dos biomateriais ceramicos encontram-se os derivados de
fosfato de célcio, muito utilizados em aplicagdes médicas por sua similaridade quimica

com a composicdo inorganica dos tecidos duros (ossos, dentina e esmaltes) 2. Uma

vez que essas bioceramicas sintética séo livres de proteinas ou outros componentes
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organicos residuais, possuem minima reacdo imunolégica (como corpo estranho) e
baixa toxicidade sistémica *°.

Os blocos estruturais basicos desses compostos sdo formados por unidades
tetraédricas de PO4%, que pode sem organizar de diferentes maneiras, de acordo com
a quantidade de pontes covalentes formadas entre os 4&tomos de oxigénio. Com base
nesse numero de ligacdes, os fosfatos sdo classificados com a terminologia Qn, sendo

n o namero de ligagBes promovidas por esses atomos, como exemplificado na Figura 9
53

Figura 9: Diferentes tipos estruturais de fosfatos.
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Fonte: Adaptado de Sharmin, N. e Rudd, C.D., 2017 %3,

Na Figura 10 é expresso que o grupo de fosfatos Qs possui cadeias
tridimensionais interligadas, sendo compostos altamente higroscépicos e volateis. Ja as

estruturas Q- extensas cadeias

sdo formadas majoritariamente por lineares,
assemelhando-se a cadeias poliméricas e tendo um menor teor higroscépico. Os
fosfatos Q. apresentam estruturas na forma de dimeros e 0s Qo exibem configuragéo
isolada. Com a adig&o de cations metélicos a estrutura dos fosfatos, como por exemplo
o Ca?, inicia-se a despolimerizacdo de sua conformacéo 3D, através do rompimento
das ligagbes O-P-O, ocasionando o surgimento de oxigénios terminais ndo ligados O-
P-O-%4,

Dessa forma, a presenca desses cations modificadores de redes faz com que os
arranjos Qs (ultrafosfato) se tornem Q. (metafosfato), para Q. (pirofosfato), até alcangar
Qo (ortofosfato). Em consequéncia do aumento do niumero desses cations, mudancas
de distribuicbes eletrdnicas também irdo ocorrer, alterando dessa forma sua
polarizabilidade estrutural. Com isso, a estabilidade quimica dos fosfatos é dada pela

seguinte ordem: ortofosfato > pirofosfatos > metafosfatos > ultrafosfato °°.
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Figura 10: Esquematizacédo de diferentes estruturas fosfaticas.
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Fonte: Adaptado de Ahmed, | e Booth, J. H. R. 2019 ®6.

Devido a necessidade de um material com alta estabilidade quimica para que
bioaplicacdes ocorram de forma satisfatdria e sem riscos de degradacao antes do tempo
previsto, a utilizagdo dos orto e pirofosfatos se torna mais atrativa e difundida para
aplicagbes como implantes 6sseos. Entretanto, sdo encontrados inimeros derivados
nesse grupo especifico de minerais, a maioria pouco solivel em agua, insolliveis em
solucdes alcalinas e facilmente sollveis em acidos.

Sua classificacao e diferenciacao é dada tradicionalmente através da razao molar
entre os atomos de calcio e fosforo (Ca/P) encontrados nos reticulos cristalinos obtidos,
tornando-os facilmente identificiveis. Essa razdo pode variar de 0,5 até 2,0, sendo que
uma composi¢cdo com maior razao Ca/P resulta num composto de baixa solubilidade em
condigbes naturais e/ou fisioldgicas. E esquematizado na Tabela 1 informagdes quanto
a solubilidade, férmulas quimicas e dados cristalograficos dos principais tipos de

fosfatos de célcio *’.
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Tabela 1: Formula Quimica, Raz&o Ca/P, solubilidade e informacdes cristalograficas dos principais fosfatos de célcio.

_ _ ) _ Solubilidade Dens.
Siglas Tipo de fosfato de calcio Férmula Quimica Ca/P
-logKs glt gcm?3
TTCP Fosfato Tetracélcico CasO(POy): 2,0 38-44 0.0007 3.05
HA Hidroxiapatita Cas(PO4)3(OH) 1,67 116.8 0.0003 3.16
B Fosfato tricalcico B - Cas(POa4): 28.9 0.0005 2.86
TCP 15
a Fosfato tricalcico a - Caz(POa): 25.5 0.0025 3.08
OoCP Fosfato octacélcico CagH2(PO4)s. 5H0 1,33 96.6 0.0081 2.61
CPP Pirofosfato de célcio P,0O- 1,0 18.5 0,015 3.128
DCPD Fosfato de célcio dihidratado CaHPO4.2H,0 1,0 6.59 ~0.088 2.32
DCPA Monohidrogénio fosfato de célcio CaHPO4 1,0 6.90 ~0.048 2.89
MCPA Fosfato monocélcico anidro Ca(H2PO,) 0,67 1.14 ~17 2.58
MCPM Fosfato monocélcico monohidratado Ca(H2P04)2.H.0 0,5 1.14 ~18 2.23

Fonte: Adaptado de Dorozhkin S.V., 2007 &,
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A solubilidade desses fosfatos de célcio em meios aquosos € dada pela seguinte
ordem: MCPM > MCPA > DCPD > DCPA > OCP > TTCP = a- TCP > B-TCP > HA.
Utilizando as isotermas de solubilidade, Figura 11, é possivel confirmar a tendéncia

desses compostos de se tornarem mais sol(iveis com a diminui¢édo do valor de pH .

Figura 11: Isotermas de solubilidade do logaritmo da concentracéo de ions

Ca e P (em solugdes saturadas) em fungao do pH, a 25°C.
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Fonte: Extraido de Ishikawa, K. 2010 9.

De forma geral, a degradacao desse minerais é causada por dissolucao, que ird
depender tanto de fatores fisico-quimicos, tais como produto de solubilidade e pH do
meio fisiolégico, mas também de fatores bioldgicos, como a fagocitose e a presenca de
células mediadoras quimicas que causam a reducédo do pH local %!, Sera descrito a
seguir como é a interacdo e ocorréncia biolégica dos principais fosfatos de calcio
mencionados na Tabela 1.

O Fosfato monocalcico monohidratado (MCPM) e sua versao anidra (MCPA) séo
os derivados de fosfatos mais sollveis em agua. O MCPM é obtido por precipitagdo
contendo solventes orgéanicos e se dissolve em solu¢gBes aquosas na forma de ions
H.PO, e Ca?'. Em temperaturas superiores a 100°C perde sua molécula de agua de

hidratacdo, convertendo-se em MCPA. Ambos compostos apresentam propriedades
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altamente higroscépicas e devido a sua acidez ndo sdo encontrados em tecidos
calcificados, com isso, sua comercializacédo para bioaplicacées é reduzida ©2.

O dicalcio fosfato dihidratado (DCPD), também conhecido como mineral
brushita, é facilmente obtido a partir de solu¢des agquosas contendo ions de HPO,* e
Ca?*, na faixa de pH de 2 a 7,5. Quando submetido a temperaturas préximas de 90°C
converte-se na sua forma anidra, DCPA. Ambos os fosfatos tém suas funcdes bioldgicas
associadas a calcificacBes patoldgicas, tais como: lesdes cariosas, calculos dentarios e
renais. Além disso, sao as fases intermediarias na mineralizacdo e dissolucdo 6ssea,
muito difundidos como componentes em cremes dentarios para polimento, protecao
contra caries e para a remineraliza¢do dentaria. Embora tenham uma rapida absorcao
pelo organismo, causado por suas razdes Ca/P ~ 1, sdo importantes bioceramicas
precursoras de inUmeros outros fosfatos de célcio, como a hidroxiapatita (HA) e os
fosfatos tricalcicos (TCP) 62.

Tal qual o DCPD, o fosfato octacalcico (OCP) é um composto intermediario
instavel que surge durante a precipitacdo de outros fosfatos de céalcios mais estaveis
em solu¢des aquosas (como a HA). Biologicamente é uma fase presente na formacao
dos tecidos calcificados e sua hidrélise em HA garante a entrada de impurezas ao
reticulo cristalino, considerado a causa da ndo estequiometria das apatitas biolégicas.

O fosfato tetracélcico (TTCP ou TeCP) é o membro mais basico na familia
dessas bioceramicas (Ca/P =2), entretanto quando em contato com meios aquosos, se
degrada formando hidréxido de calcio e HA, ndo sendo assim o fosfato de céalcio mais
insolvel. E obtido em condi¢Bes drasticas de presséo e temperatura (acima de 1300°C)
a partir do precursor DCPD e é geralmente apontado como um subproduto indesejado
durante a sintese de HA. N&o € uma fase encontrada durante a calcificagdo 0ssea e
devido a sua dificil obtencdo, sua comercializacdo é limitada .

A Hidroxiapatita (HA) é o fosfato de calcio mais estavel encontrado no grupo
dessas bioceramicas e com modificagbes de fase cristalina (de monoclinica para
hexagonal) em temperaturas acima de 250°C. Como ja mencionado, é formado através
de precursores como DCPD e OCP °2, Apesar de sua semelhanca estrutural, a HA pura
e estequiométrica nunca é encontrada em sistemas fisiolégicos, pois o reticulo cristalino
das apatitas bioldgicas estd em constante substituicdes de ions, tendo assim sua
cristalinidade afetada. A aplicacao clinica da HA sintética possui limitaces, por causa
de sua lenta degradacéo no meio fisiol6gico. Encontra-se na literatura que a reabsorcéo
de enxertos de HA pura pelo organismo s6 comeca a ocorrer depois de 4 a 5 anos
implantados. Considerado por isso um biomaterial bioinerte, o processo de enxertia

utilizando-o, se torna demasiadamente prolongado °*.

37



Uma alternativa na enxertia 6ssea estd no tratamento térmico de HA ou
diferentes derivados de fosfatos de calcio, convertendo-os em outras fases que
possibilitem que o reparo 6sseo ocorra, entretanto, garantindo também que o0 mesmo
seja absorvido pelo organismo mais rapidamente. Com isso, se destacam como
biomateriais ceramicos atualmente e com grande potencial como enxertos sseos: o
pirofosfatos de calcio (CPP) e o fosfato tricalcio (TCP).

Os pirofosfatos de célcio (CPP), sédo obtidos pela condensacéo das estruturas
hidrogenofosfatos em um ambiente rico em ions PO4> 5. J& os fosfatos tricalcicos (TCP)
sdo obtidos da mesma maneira, mas em um ambiente rico em fons Ca?*. Séo
encontrados para cada um desses compostos a presenca de 3 polimorfos conhecidos
(B, a e y para CPP e B, a e o para TCP), como sumarizado na Tabela 2. As fases
denominadas 3 de ambos, consideradas de baixa temperatura, apresentam estabilidade
da temperatura ambiente a temperaturas proximas a 1140°C. As demais fases sao
estaveis apenas em condi¢bes especificas, possuindo dessa forma pouco interesse
pratico e sendo menos difundidas ©®.

Tabela 2: Estabilidade dos polimorfos de pirofosfatos de célcio e fosfato tricalcio.
B- Ca2P207  a-Ca2P207 y-Ca:P207 B-Cas(POs)2 a-Cas(POs)2 a'-Cas(POa):

Estabilidade T, 1140°C  Acima T. 1150°C a Acima
ambiente a 1350 °C  ambiente 1430°C 1430°C
1350°C

Fonte: Adaptado de Famery, R. et al, 1994 ¢7.

Assim como HA, a composicdo de 3-CPP e B—TCP assemelham-se com tecidos
duros (0sso e dentina), mas nunca sdo encontrados puros e estequiométricos durante
0 processo de calcificacdo. Entretanto, a aplicacdo dessas biocerdmicas puras e com
alta cristalinidade como enxerto 6sseo tem aumentado, pois ao contrario da lenta
absorcéo e baixa reatividade dos enxertos de HA, apresentam uma reabsor¢do muito
mais rapida pelo organismo .

E encontrado na literatura que as bioceramicas de B-TCP podem ser
reabsorvidas entre 6 e 15 semanas apés implantado 8. Ja o B-CPP também demonstra
resposta biolégica favoravel para formagdo de novos tecidos O0sseos e embora
apresente Ca/P = 1, sua degradagcdo no organismo ocorre de maneira um pouco mais
lenta que B—TCP . Esses compostos apresentam poros com diametro variavel de 1 a
1000pm, presentes em sua estrutura, que influenciam diretamente a capacidade de
reabsorcdo e remodelacdo 6ssea dessas bioceramicas °. Nesta faixa de tamanhos

corresponde histologicamente com a atividade biolégica de formacéo 6ssea. Os
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grandes osteoclastos podem se alojar nos poros maiores, enquanto outras células
presentes no processo de calcificagdo como leucdcitos e plaquetas podem se depositar
em poros menores. Assim, o uso de implantes de 3-CPP e B—TCP permitem que haja o
crescimento de células 6sseas e vasos sanguineos em sua estrutura, orientando o local
de ossificacdo e sendo gradativamente reabsorvido e substituido por osso natural ",

Com isso, as bioceramicas de B-CPP e B—TCP tém movimentado o mercado
multimilion&rio de enxertia 6ssea, podendo ser comercializado de diferentes maneiras,
tais como: injetavel, em pedacos, em formatos cilindricos ou em blocos 7°. Entretanto o
que é buscado nos estudos desses biomateriais sdo métodos de obtencao que possam
fornecer informacdes mais precisas quanto ao tamanho de particula, propriedades
mecéanicas, morfologia e estruturas cristalinas, podendo assim ampliar sua producédo de

maneira mais eficiente, barata e segura.
1.5 Obtencéo de B-CPP e B-TCP

Como esquematizado na Figura 12, sdo reportados inUmeros métodos de
obtencdo de B-CPP e B-TCP e seus precursores. Esses métodos podem ser
diferenciados em quatro categorias: fontes naturais, método de alta temperatura,
método quimico por via seca e método quimico por via Umida. Possuindo vantagens e

limitacBes, seréo descritos com mais detalhes a seguir.

Figura 12: Diferentes métodos de sintese de fosfatos de célcio.
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Fonte: Adaptado de Basu, S. e Basu, B., 2019 7.
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Os fosfatos de calcio precursores de B-CPP e B-TCP, por exemplo, DPCP, OCP
e HA sdo compostos que podem ser encontrados na natureza, presentes em rochas
sedimentares, igneas e metamérficas (monetita, brushita e whitlockita). Sua extracéo
também pode ocorrer a partir de matéria-prima provindas de residuos biolégicos, tais
como cascas de ovo, conchas de ostras, cinzas de animais carbonizados (bovinos, aves
e peixes). Contudo, ndo sdo fontes tao atrativas, devido a presenca de residuos tdxicos
(chumbo e outras toxinas) que diminuem sua eficiéncia como biomaterial e podem
transferir patologias ao organismo onde foi implantado %73

Uma alternativa para a producéo de B-CPP e B-TCP esta em suas obtencbes
por rotas sintéticas, que podem ocorrer através dos seguintes métodos:

- Método de alta temperatura: Os precursores sdo calcinados parcial ou
completamente através de temperaturas elevadas (aproximadamente 1300°C), sendo
diferenciados de acordo com a atmosfera utilizada, que pode ser inerte (pirélise) ou
oxidante (combust&o). A principal dificuldade para se obter B-CPP e B-TCP por esse
método consiste na conversao indesejada da fase  para a, que ocorre em ~1150 °C,
levando a uma baixa confiabilidade estrutural. Com essa mistura de fases, 0 composto
sintetizado sera mais soluvel no meio fisiol6gico, portanto sera absorvido mais rapido
do que o tempo necessario para formacédo de um novo 0sso %74,

- Método quimico por via seca: Nesse método os precursores sdo misturados
por moagem (mecanoquimica) e depois calcinados em alta temperatura
(aproximadamente 1000°C), mas sem a presenca de solventes durante o processo
(reacdo em estado so6lido). Diferentes tipos de sais de fosfato e calcio podem ser usados
para obter 3-CPP e 3-TCP por essa via. Embora possibilite a formag&o de produtos com
estruturas altamente cristalinas, sua limitacdo estd no baixo coeficiente de difuséo e a
necessidade de longos tempos de queima para homogeneizar a composi¢ao do sistema
por ser método sujeito a ocorréncia de fases secundarias indesejadas *°.

- Método quimico por via imida: Consiste em um conjunto de técnicas onde a
reacdo para sintese dos precursores de 3-CPP e 3-TCP ocorre na presenca de um meio
solvente. Podem ser utilizados aqui precursores dispersos (co-precipitacdo) ou
estruturados (sol-gel) em agua, meios organicos ou numa mistura de fases (emulséo).
Esse método possibilita a flexibilidade de sistema reacionais, que podem ocorrer tanto
em condi¢cdes ambientes de temperatura e pressao, quanto em condicdes drasticas
(hidrotermal) "2, Devido ndo s6 a isso, mas também pela praticidade de obtengdo de
particulas nano e micro homogéneas de -CPP e B-TCP apoés tratamento térmico, esse
foi 0 método escolhido neste estudo. Ja dentre as op¢des encontradas na via umida, o

método de precipitacdo (ou co-precipitacdo) em solucdo aquosa sera abordado com
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mais detalhes, por ser o método quimico mais acessivel, econdbmico e com boa
reprodutividade.

A precipitacdo dos precursores de B-CPP e B-TCP tem sido reportada na
literatura através de maneiras diversas. Controlando condicbes de precipitacdo, tais
como pH, temperatura, concentracdo e natureza de reagentes, é possivel sintetizar
diferentes fases de fosfatos de calcio como composicdo estequiométrica mais bem
definidas ®. Sua preparacao envolve a utilizacdo de uma solugdo homogénea misturada
com uma solugdo de agente precipitante, ambas contendo os ions de interesse (Ca?" e
PO,*). Com isso é possivel exceder o produto solubilidade das espécies quimicas,
ocasionando na precipitacdo do precursor de interesse, que serd posteriormente
removido do meio reacional através de filtragéo .

As reacOes de precipitacdo podem ser divididas em duas categorias:

Al. Reacao &cido-base
Como ilustrado na Figura 13, inUmeras espécies de fosfatos de calcio, como
importancia farmacéutica, podem ser obtidas num processo simples onde uma

suspenséao de hidroxido de célcio é progressivamente neutralizada por uma solugéo de

acido ortofosforico 2.

Figura 13: Diferentes fosfatos de calcio obtidos por neutralizacao.
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Fonte: Adaptado de Dorozhkin, S. V., 2016 2.
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Como esses reagentes contém apenas H* e OH como contra-ions, ndo ha a
formacdo de qualquer outro subproduto além da agua, Equacdo 1. Assim, apds o
tratamento térmico para obter o B-CPP ou B-TCP, nenhuma etapa de purificacdo

adicional se faz necesséria para este método.

3Ca(OH)2 + 2H3PO4 — 1Ca3(PO4)2 + 6H20
A Equacdo 1 75.

A2. Reacao entre sais de fosfato e célcio

A sintese de fosfatos de calcio pode ocorrer também através da adigédo
simultdnea de soluc¢des contendo sais soluveis, tais como nitrato de calcio (Ca(NOs)) e
fosfato de sédio monobésico (Na;HPO.), Equacéo 2 . Os subprodutos formados aqui
geralmente sdo sollveis em agua e podem ser removidos através de lavagens com

agua destilada.

3Ca(N0Os3)2.4H20 + 2NazHPO4 — Ca3(PO4)2 + 4NaNOs + 2HNOs + 12H20
A

Equacéo 2 °’.

Deste modo, os métodos Al e A2 séo reagbes que utilizam matérias-primas
baratas e que possibilitam controles de tamanho, morfologia e superficie das particulas
de fosfato de calcio precursoras de B-CPP e B-TCP. A partir disso, sdo reportadas na
literatura que variaveis como a temperatura de sinterizacdo desses precursores
possibilitam diferentes graus de cristalinidade de B-CPP e B-TCP 4874787980 A formac&o
de um biomaterial ceramico com alta cristalinidade e homogeneidade das particulas por
sua vez, garante posteriormente uma facil interagdo com o 0sso natural, fator essencial
para que uma maior aplicacdo terapéutica em enxertia 6ssea ocorra °.

Paralelamente, como j& mencionado, tem-se que a pesquisa na ciéncia de
biomateriais atualmente é direcionada em aprimorar ainda mais propriedades de
materiais ja conhecidos “°. Além disso, o estudo envolvendo a sintese e caracterizacdo
de B-CPP e B-TCP se faz necessario para promover a comercializacdo dessas
bioceramicas com propriedades fisico-quimicas conhecidas, reproduziveis e seguras.

Com isso, o Capitulo 1, tem como fundamento contribuir para uma melhor
compreensdo as melhores formas de obtencdo de B-CPP e B-TCP por diferentes

condicdes de rotas sintéticas e de sinterizacao.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste capitulo consistiu no estudo de diferentes formas de obtencédo

de B-CPP e B-TCP utilizando como precursor o fosfato dicalcico dihidratado e

hidroxiapatita.

Os objetivos especificos incluem:

e Utilizacdo do método acido-base para obtengéo do precursor de 3-CPP;

e Estudo da influéncia do pés-tratamento de secagem por liofilizagdo nos cristais

de B-CPP;

e Comparacao de diferentes temperaturas de sinterizagéo dos cristais de 3-CPP.

e Utilizacdo do método de reacgéo entre sais de fosfato e célcio para obtencéo do

precursor de B—TCP;

e Avaliagdo de parametros fixos como pH e forgca ibnica na reagdo entre sais de

fosfato e calcio;

e Comparacgéao de diferentes temperaturas de sinterizacao dos cristais de B—TCP.

3. EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes utilizados

Todos os reagentes utilizados na sintese dos precursores apresentam pureza

analitica e sdo listados a Tabela 3. Os reagentes foram utilizados sem nenhum

tratamento prévio para promover a purificacdo deles.

Tabela 3: Reagentes utilizados capitulo 1.

Reagentes Formula Marca
Acido fosférico HsPO,4 Synth
Acido nitrico HNO3 Sigma
Fosfato de sodio Bibasico Na;HPO4 Synth
Hidréxido de célcio Ca(OH), Sigma
Hidroxido de sodio NaOH Synth
Nitrato de célcio Ca(NOs;), Sigma
Nitrato de sodio NaNO; Sigma

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.2 Obtencéo do precursor fosfato de calcio por neutralizacao

A sintese do precursor foi feita seguindo a metodologia reportada na literatura
por RODRIGUEZ-CHANFRAU et al. 2019 8, Utilizando uma reacgdo de neutralizagéo,

uma solucgéo de acido (HsPO., 0,6 mol L?) foi gotejada lentamente, ao longo de 3h, em

uma solucdo sob agitacdo mecanica (350 rpm) de base (Ca(OH). 0,6 mol L?). Ap6s

esse periodo reacional a amostra foi deixada em repouso por 2h e em seguida filtrada

a vacuo. Uma aliquota foi retirada para caracterizagdo do precursor e comparagao com

as modificagBes do precursor. O precursor foi divido em duas partes, uma aliquota

recebeu o tratamento prévio de secagem por liofilizagdo, denominada B1_liof e outra

que nédo, denominada apenas como B1. As amostras B1 e B1_liof foram em seguida

submetidas ao processo de sinterizagdo em uma mufla, como esquematizado na Figura

14.

Figura 14: Obtencao do precursor por reacao acido-base.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3 Obtencéao do precursor fosfato de calcio por reacdo de sais de fosfato e calcio

Esse método para obtencdo do precursor consistiu na preparacdo de duas

solucGes aquosas: nitrato de célcio (Ca(NOs);) 0,3 mol L (Solugéo 1) e fosfato de sédio
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bibasico (Na;HPO4) 0,3 mol L (Solucdo 2). Sob agitacdo severa da solucdo 2 foi
gotejada por 1 hora nha solucédo 1, tornando-a instantaneamente turva devido a formacao
da espécie quimica de interesse. Foram preparadas através dessa metodologia 5
amostras de precursor em diferentes condi¢des de sintese, sendo o controle de pH feito
por uma solucéo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,15 mol L e a forca ibnica controlada
através de uma solucdo de nitrato de sédio (NaNOs) 1,2 mol L. Cada amostra foi

denominada como:

e Al - Sem controle temperatura, sem controle de pH e sem controle forca ibnica;
o A2 - Reacdo em 25°C, sem controle pH e sem controle forca ibnica;

e A3 - Reagdo em 25°C, pH 8, sem controle forga ibnica;

e A4 —Reacgdo em 25°C, sem controle pH, com controle de for¢a idnica;

e A5 - Reacdo em 25°C, pH 8, com controle de forca ibnica.
Apés sua sintese, os precipitados gerados foram filtrados com agua destilada

para remocao de sais residuais e também sinterizados em uma mufla, como
esquematizado na Figura 15.

Figura 15: Obtencao do precursor fosfato de célcio por precipitacéo.

Filtracao

N

Fosfato de
Precursor Cé|Ci0
sinterizado

Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.4 Obtencéo dos fosfatos de célcio sinterizados

As amostras obtidas nos métodos mencionados na se¢do 3.2 e 3.3 foram
submetidas ao processo de sinterizacdo por 3h sob diferentes temperaturas, como

descrito na Tabela 4.

Tabela 4: Nomenclatura dos fosfatos de célcio em funcdo da temperatura de

sinterizacao.

Temperatura de sinterizagéo

Temperatura

ambiente 600°C 750°C 900°C 1150°C

Al Al 600 Al 750 A1 900 Al 1150
A2 A2 600 A2 750 A2 900 A2 1150
A3 A3 600 A3 750 A3 900 A3 1150
A4 A4 600 A4 750 A4 900 A4 1150
A5 A5 600 A5 750 A5 900 A5 1150

Bl B1 600 B1 750 B1 900 B1 1150
B1-liof B1-liof 600 B1-liof 750 B1-liof 900 B1-liof 1150

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5 Caracterizacfes

Devido a parceria com a Universidade de Aveiro, onde foi desenvolvido parte do
trabalho da presente tese, sdo encontrados a utilizacao de diferentes equipamentos em
uma mesma técnica. Entretanto, as condicbes de varreduras e resolucdes, para

posterior comparacao e avaliacdo de dados, foram mantidas.

3.5.1 Espectroscopia de absorcéo na regiao do infravermelho (FTIR)

O Espectrofotbmetro de absor¢cdo na regido do infravermelho médio com
transformada de Fourier - VERTEX 70 da BRUKER com mddulo ATR (por meio de
reflex&o total atenuada (cristal de diamante)) foi utilizado para obter informacdes sobre
a composicao das amostras em cada etapa de sintese do fosfato de calcio. Na coleta
dos espectros foram realizadas 64 varreduras e uma resolucéo de 4 cm no intervalo
de 4000 a 400 cm™.
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3.5.2 Espectroscopia Raman

A fim de estabelecer informacBes sobre as caracteristicas estruturais,
moleculares e eletrbnicas dos fosfatos de calcio obtidos foi utilizado o equipamento
LabRAM RH (Horiba), que possui um laser de ar arrefecido He-Ne no comprimento de
onda de 632,81 nm. O FT RAMAN Bruker MultiRAM, que possui lazer de Nd-YAG no
comprimento de onda de 1064 nm também foi utilizado. Os espectros foram obtidos de
500-2500 cm, tendo como tempo de integracéo 60 segundos.

3.5.3 Difrag&o de raios X (DRX)

Para identificar fases cristalinas, presentes tanto no precursor, quanto nas
amostras com diferentes temperaturas de sinterizagdo, foi utilizado o difratbmetro de
raios X marca SIEMENS modelo D5005, Radiacdo Cu Ka (a = 1,5418A) e no
difratbmetro Emperian, da Pananalitic. As medidas foram feitas em um intervalo de

varredura de 5 a 80° (20), com velocidade de varredura 0,01° por segundo.

3.5.4 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) espectroscopia dispersiva por

energia de raios X (EDX)

As amostras dos precursores e dos fosfatos de calcio sinterizados foram
colocadas sobre um substrato de 6xido de silicio (SiO2/Si). As medidas foram realizadas
em microscopio eletrénico de varredura, JEOL JSM 7500F, com tensdo de aceleracao
de 2,0 kV e 0 EDX de 30 mm da Brucker, instalado em um microscépio Hitachi SU3800.
Essa técnica foi utilizada para analisar as propriedades morfoldgicas, a presenca de
micro e nano particulas de fosfato de céalcio bem como determinar a razdo Ca/P de cada

amostra obtida.

3.4.5 Métodos de determinacao de indice de cristalinidade (IC) usando técnicas
de DRX, FTIR e Raman

Para avaliar o grau de cristalinidade das amostras obtidas, diferentes técnicas
de determinac&o do indice de cristalinidade (IC) foram utilizadas. E descrito na Tabela

5 os 3 métodos empregados, através dos resultados obtidos por DRX, FTIR e Raman.
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Tabela 5: Determinacgdo de indice de cristalinidade (IC) usando técnicas de DRX, FTIR

e Raman

Técnica Formula

Definicéo

Agos + A
FTIR Ic =557

A590

An € 0 valor da
absorbéancia/transmitancia no
namero de onda especifico
entre 450 e 750 cm™ 8,

RAMAN  IC = FWHMgso

Largura total da metade da
banda em 960 cm™ (FWHM),
representando 0 modo de
alongamento simétrico de
PO, 8.

Area de picos cristalinos
DRX IC =

Area de picos cristalinos e regido amorfa

Comparacdo entre a regido
amorfa e cristalina presente
em 10 a 60 20 8,

Fonte: Elaborado pelo autor.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencéao do precursor fosfato de calcio por neutralizagcédo

4.1.1 Difracao de raios X

E encontrado na Figura 16 os difratogramas de raios—X dos precursores

sintetizados B1 e B1-liof, comparados com um padréo. A fase cristalina que mais se
assemelha com os fosfatos de calcios sintetizados nessa etapa foi a bruxita ou
hidrogenofosfato de calcio dihidratado (DCPD). Por se tratar de um material com
estrutura cristalina uniforme e altamente organizado, o difratrograma de raios X das
amostras B1 e B1-liof apresentaram picos de difracdo com pouco ruido e bem definidos.

Entretanto, apesar de semelhantes, utilizando o método de determinagdo de
indice de cristalinidade por DRX foi confirmado diferencas de cristalinidade entre as
amostras obtidas. O pos-tratamento de secagem por liofilizacdo possibilitou que a
amostra Bl-liof tivesse IC = 82%. Quando comparados, a amostra B1, sem nenhum
tratamento apresentou IC = 78%, ocasionado possivelmente pela presenc¢a de agua livre

nos sais de fosfatos de célcio, mesmo apds serem secados a temperatura ambiente.
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Figura 16: Difratogramas de Raios X comparando o padrédo de DCPD com as

amostras B1 e B1-liof sintetizada.
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Fonte: Autor.

4.1.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

Para deteccdo de grupos funcionais presentes nas amostras sintetizadas, foi
empregado a técnica de espectroscopia no infravermelho (Figura 17). Nesses espectros
sdo observados a presenca das seguintes bandas: duas bandas em 3476 e 1648 cm™?
gue podem ser atribuidas a presenca de agua e/ou O-H livre devido a utilizacdo da via
umida como método de sintese; ocasionados também pelas condi¢cdes reacionais
(temperatura ambiente e agitacao intensa) ha a presenca de bandas em 800 a 880 cm”
1, atribuidas a fons carbonato residuais °2; na regido de 1000 a 1200 cm™ é possivel
observar bandas relacionadas ao estiramento P=O, presente em fosfatos ®°; sdo
encontradas também bandas em 515, 570, 600 e 970 cm™ que podem ser associadas
aos ions PO4*%2, evidenciando assim os principais grupos funcionais encontrados no
composto DCPD.

As diferencas entres as amostras encontram-se na menor intensidade de bandas
atribuidas a agua de hidratacéo de B1-liof, quando comparada com B1, mais uma vez
ocasionado pela pos-tratamento de secagem por liofilizagdo. As transmitancias em Agos,
Ass7, Asgo Usadas para calcular o IC por FTIR de B1 e Bl-liof representam bandas

associadas a grupos funcionais OH-. Ja é relatado ser uma regido sensivel para a
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formacdo de cristais de apatitas permitindo assim determinar o IC de amostras
precursoras. Foi confirmado que Bl possui IC = 1,08 e Bl-liof apresentou IC = 1,30.
Sabe-se também que a diminui¢édo do IC neste método esta relacionada com 0 aumento
do tamanho do cristal, confirmando que a amostra néo liofilizada possui maior tamanho
de cristalito 2.

Figura 17: Espectros na regido do Infravermelho das amostras B1 e B1-liof.
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Fonte: Autor.
4.1.3 Espectroscopia Raman

Séo apresentados na Figura 18 os espectros vibracionais Raman das amostras
B1 e B1-liof. Ambos os espectros exibem um carater molecular intenso associado aos
modos do tetraedro PO.% 8. Nos intervalos de 450-590 cm™, sdo observados bandas
gue podem ser atribuidos ao modo de alongamento duplamente e triplamente
degenerado do grupo PO.*. O principal modo de alongamento simétrico vibracional
pode ser encontrado em bandas na faixa de 960 a 990 cm™; bandas na faixa de 1060-
1080 cm™representam o modo de alongamento assimétrico degenerado (v3) do grupo
PO, 8. Uma banda alongada entre 700 e 800 cm™ é identificado como a presenca de
COs? residual nas amostras sintetizadas .

Utilizando o método o FWHMggo para determinar IC usando espectros Raman,
foi confirmado que a amostra B1 tem um FWHM=10,80 e a amostra B1-liof tem um
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FWHM=9,43. A literatura confirma que quanto menor for o valor de FWHMgso menor
também sera o tamanho de cristalito, confirmando assim que a amostra B1-liof possui

particulas menores, quando comparada com B1 8,

Figura 18: Espectros Raman das amostras B1 e B1-liof.
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Fonte: Autor.
4.1.4 Microscopia eletronica de varredura

As micrografias encontradas na Figura 19 sdo de magnificacdo de 400 (A) e 900
(B) e 4000 (C) para observar a morfologia presente nos materiais sintetizados, sendo o
nuamero “1” atribuido para a amostra B1 e “2” para B1-liof. Nas micrografias atribuidas a
amostra B1 foi encontrada a presenca de aglomerados massivos sem morfologia
especifica, causados possivelmente por moléculas excesso de moléculas de agua
existentes na estrutura de DCPD.

Ja na amostra B1-liof observou-se a morfologia flocular com tamanhos variados,
indicando assim a presenca de micro e nanoparticulas de fosfato de calcio (Figura 19
C2). Estas micrografias revelaram que os graos microscépicos encontrado em B1-liof
séo formados por inimeras particulas de tamanho ainda menor, com tendéncia a formar

poros entre si.
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Figura 19: Microscopia eletrénica de varredura das amostras B1 e B1-liof. 400

Fonte: Autor.
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4.1.5 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X

A analise dos principais elementos presentes nas amostras Bl (Figura 20 A) e
B1-liof (Figura 20 B) foi realizada por meio de espectroscopia dispersiva de energia de
raios X (EDX). Nesse espectro indicou a existéncia dos elementos oxigénio, fésforo e
célcio, confirmando qualitativamente a composicdo dos principais constituintes
encontrados no precursor DCPD.

Foi determinado também por EDX as razes Ca/P de B1 (Ca/P=1,60) e B1-liof
(Ca/P=1,69), sendo estes valores superiores quando comparados ao DCPD tedrico
(Ca/P = 1). Esse desvio de razées ocorre devido a incorporacéo do ion carbonato (COz*
) na estrutura dos fosfatos de célcio sintetizados durante o processo reacional. Esses
ions foram provenientes do ar (COz) que, quando em contato com solugdes aquosas
reagem com ions hidroxila (OH"), formando assim o &cido carbénico que se dissocia em
COs?. E encontrado na literatura que os ions carbonato podem ocupar os sitios dos ions
fosfato em uma raz&o 10:1, causando um aumento expressivo na razdo Ca/P dos

fosfatos de célcio sintetizados .

Figura 20: EDX das amostras B1 e B1-liof.
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Fonte: Autor.
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4.2 Sinterizagdo amostras B1 e B1-liof

Apesar das particulas de fosfatos de calcio sintetizadas (B1 e B1-liof) terem
apresentado uma baixa cristalinidade inicial e coexistirem com alguns contaminantes,
estes defeitos, segundo a literatura, podem ser corrigidos através do método de
sinterizacdo %°. Tal procedimento ocorre em altas temperaturas e garante com maior
efetividade a remocdo de componentes organicos e/ou umidade presentes nas
amostras. Foi também um método necessario para obtencdo da fase de interesse [3-
CPP e B-TCP que s6 podem ser formadas através de tratamento térmico de outros
fosfatos de célcio. Essa secdo, portanto, foi destinada a discusséo da influéncia de
diferentes temperaturas de sinterizacdo nas amostras precursoras sintetizadas de
DCPD.

4.2.1 Difracao de Raios X

Os difratogramas presentes na Figura 21 sdo da amostra B1, submetidas a 600,
700, 900 e 1150°C e comparadas com o padrao de fosfato de célcio que mais se
assemelharam. A partir do processo de sinterizagdo a 600°C, os picos de difracdo mais
intensos, caracteristicos de DCPD (presentes em 11,5° e 23,4°) foram substituidos por
outros, confirmando a conversao gradativa do precursor em uma fase mais estavel de
fosfato de célcio. E expressado na Tabela 6, que as novas fases presentes nas amostras
B1 referem-se tanto a formagdo de HA, quanto a fase B-CPP. Entretanto, sao
encontradas diferentes propor¢des de cada uma das espécies quimicas, de acordo com
a temperatura de sinterizagdo empregada.

Por se tratar de um ambiente rico em ions PO.*, com o0 aumento da temperatura
de sinterizagao do precursor DCPD ha também um aumento da porcentagem de 3-CPP
% Com o aumento dessas temperaturas, os difratogramas comeg¢am a ficar mais
definidos e mais proximos dos principais picos encontrados no padrao utilizado. Para a
amostra B1, a sinterizagdo em 1150°C por 3h possibilitou que o biomaterial B-CPP, com
95,27% de pureza, fosse sintetizado. Sendo este um valor satisfatério de pureza,
temperaturas superiores de sinterizacdes ndo foram utilizadas, pois influenciariam a
formacgdo da fase a-CPP, que comeca a ser formada a partir dessas condicdes de
temperatura.

Para as amostras B1-liof, foram empregadas as mesmas temperaturas de
sinterizacdo que B1, como mostrado na Figura 22. S&8o observados também
comportamentos similares de transi¢cdo da fase de DCPD (menos estavel) para HA e

B-CPP (fase mais estavel), assim como a crescente porcentagem de -CPP em fungéo
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do aumento da temperatura de sinterizagdo utilizada. Contudo, ao contrario das
amostras ndao liofilizadas, as porcentagens de transicdo de fases foram maiores com a
variacdo gradativa de temperatura, como mostrado na Tabela 7.

A hipotese levantada para explicar essas diferencas de porcentagem esta no
excesso de umidade presente no DCPD utilizado sem o pés-tratamento de secagem por
liofilizagdo. A energia térmica utilizada para formacao da amostra de B-CPP por B1, foi
gasta também, ao longo da sinterizacdo, para retirada de toda 4gua do sistema através
da evaporacdo, sendo necessaria elevadas temperaturas (1150°C) para obtencao da
fase de interesse com alta pureza. Ja para o B-CPP obtido a partir de amostras B1-liof
essa energia foi empregada integralmente para mudanca de fase do fosfato de célcio,
pois devido ao tratamento de liofilizagdo essa amostra apresentava menores teores de
umidade. Com isso, a fase 3-CPP obtida por B1-liof p6de ser formada com uma pureza
maior que 95% em condi¢cdes menos drasticas de sinterizacdo (900°C).

Dessa forma é possivel concluir que ha a necessidade de uma menor energia
térmica aplicada no precursor liofilizado para formagao de p-CPP com alto indice de
cristalinidade, quando comparada com a utilizacdo do precursor néo liofilizado.

Figura 21: Difracdo de Raios — X das amostras B1 sob diferentes temperaturas

de sinterizacdo e comparadas com o padrao 3-CPP.
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Fonte: Autor.
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Tabela 6: Porcentagem das fases HA e B-CPP nas amostras Bl sinterizadas em

diferentes temperaturas.

Fase HA (%) B-CPP (%)
600°C 85,10 14,91
750°C 24,87 75,12
900°C 12,34 79,01
1150°C 3,01 95,27

Fonte: Autor.

Figura 22: Difracdo de Raios — X das amostras B1 sob diferentes temperaturas

de sinterizagdo e comparadas com o padréo 3-CPP.
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Fonte: Autor.

Tabela 7: Porcentagem das fases HA e B-CPP nas amostras B1-liof sinterizadas em

diferentes temperaturas.

Fase HA (%) B-CPP (%)
600°C 44,41 17,98
750°C 7,85 89,56
900°C 1,23 96,35
1150°C 0,37 97,55

Fonte: Autor.
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4.2.2 Espectroscopia na regiao do Infravermelho

Para confirmar mais uma vez a presenca dos principais grupos funcionais
presentes nos derivados de fosfatos de calcio sinterizados, a técnica de espectroscopia
na regidao do infravermelho foi utilizada (Figura 23 e 24). Inicialmente ressalta-se que
diferentemente das amostras de B1 e B1l-liof que apresentaram bandas associadas a
umidade, nos dois grupos de amostras sinterizadas nao foram encontradas mais essas
bandas relacionadas a éagua, devido a utilizagcdo de altas temperaturas. Foram
reportadas nos dois grupos de amostras bandas em: 500, 550, 900 e 970 cm,
atribuidas aos ions PO.* °2; na regido de 1000 a 1200 cm™* foram observadas bandas
atribuidas ao estiramento P=0O e bandas encontradas em 715 cm™, caracteristica do
modo simétrico P-O-P, encontrado em pirofosfatos 1. Todas as bandas identificadas
confirmam a presencga dos principais grupos funcionais presentes em (-CPP.

Ja na Tabela 8 encontra-se os valores de IC por infravermelho dos dois grupos
de amostras sinterizadas. Para ambos os grupos o aumento do valor de IC foi reportado
até a temperatura de sinterizacao em 750°C. Isso ocorreu, pois em temperaturas acima
de 550°C, contaminantes como ions COs?* sdo eliminados da estrutura apatitica,
diminuindo seu tamanho do cristalito. Entretanto, em temperaturas mais elevadas foi
visto uma diminuicdo nos valores de IC, causados pela densificacdo do precursor.
Confirmou-se com isso que as particulas sinterizadas em altas temperaturas, como
esperado, também foram as que apresentaram maiores tamanhos de cristalino 2.

Mesmo com um aumento aparente no tamanho de particulas nos dois grupos,
foi observado um maior valor de IC provindo das amostras B1-liof sinterizadas em
temperaturas mais elevadas (900 e 1150°C). Como mencionado na sec¢ao anterior,
devido ao maior direcionamento da energia térmica para a conversao de fases, devido
ao menor teor de umidade presente, os fosfatos de célcio obtidos por B1-liof

apresentaram maior grau de cristalinidade e tamanho de cristalito menores.
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Figura 23: Espectroscopia de Infravermelho das amostras B1 sob diferentes

temperaturas de sinterizacdo e comparadas o precursor B1.
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Figura 24: Espectroscopia de Infravermelho das amostras B1-liof sob diferentes
temperaturas de sinterizacado e comparadas o precursor B1-liof.
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Tabela 8: indice de cristalinidade por Infravermelho das amostras Bl e Bl-liof

sinterizadas em diferentes temperaturas.

Temperatura
IC (%) _ 600°C 750°C 900°C 1150°C
Ambiente
Bl 1,08 1,32 1,35 0,82 0,88
B1-liof 1,30 1,37 1,40 0,85 1,02

Fonte: Autor.

4.2.3 Espectroscopia Raman

Nos espectros Raman encontrados na Figura 25 e 26, foram comparados os dois
grupos de amostras em diferentes temperaturas de sinterizagdo. Para todas as
amostras foram evidenciadas a presenca de bandas relacionadas ao modo de
alongamento duplamente e triplamente degenerado do grupo PO.* (450-590 cm™)
assim como o modo de alongamento simétrico e assimétrico do grupo PO,* (em 960 a
990 cm™ e na faixa de 1060-1080 cm™, respectivamente) &’.

Contudo, também foi observado em ambos 0s espectros comparativos a
presenca de uma banda em 745 cm?, que se tornou mais evidente com o aumento da
temperatura de sinterizagdo. Como ja comprovado na literatura, a crescente formagao
da fase B-CPP durante a sinterizacdo induz também o aumento percentual da espécie
P,O;. Com seu aumento, a presenca de ligacdes O-P-O, atribuidas em 745 e 1045 cm"
1, também se elevou, ficando assim cada vez mais nitida em amostras com maiores
quantidades de B-CPP em sua composicao %,

Ja na Tabela 9 sao apresentados os valores de IC por Raman. Verificou-se uma
tendéncia de aumento do valor de IC com o aumento de temperatura, comprovando
deste modo que, elevadas temperaturas de sinterizagdo causam o efeito de
coalescéncia das particulas de fosfatos de calcio. Foi observado nas particulas de B1-
liof um crescimento de particulas menos acentuado, quando comparado com o grupo
B1l. Entretanto na temperatura de sinterizacdo em 1150°C, onde iniciou-se a
densificacdo da estrutura fosfocélcica, foram constatados valores de IC muito
semelhantes nos dois grupos por esse meétodo.

A consisténcia dessas informacgfes sdo complementares as demais técnicas ja
utilizadas para determinacao de IC e confirmam mais uma vez o beneficio da utiliza¢éo
do poés-tratamento de secagem por liofilizacdo. Essa técnica garantiu ndo somente a
obtenc&o de um precursor com baixo teor de umidade, quanto desacelerou o processo

de coalescéncia das particulas da fase 3-CPP durante sua sinterizagéo.
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Figura 25: Espectroscopia Raman das amostras B1 sob diferentes temperaturas

de sinterizacdo e comparadas o precursor B1.
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Figura 26: Espectroscopia Raman das amostras B1 sob diferentes temperaturas
de sinterizacdo e comparadas o precursor B1.
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Tabela 9: indice de cristalinidade por Raman das amostras B1 e B1-liof sinterizadas em

diferentes temperaturas.

Temperatura
IC (%) _ 600°C 750°C 900°C 1150°C
Ambiente
Bl 10,80 11,39 14,76 16,27 15,87
B1-liof 9.43 9,89 12,46 15,60 15,77

Fonte: Autor

4.2.4 Microscopia eletronica de varredura

As micrografias encontradas na Figura 27 sdo de magnificagdo 900x, sendo o
nuamero “1” atribuido para o grupo de amostras sinterizadas a partir de B1 e “2” para B1-
liof. Similarmente ao seu respectivo precursor, as amostras sinterizadas do grupo Bl
ndo apresentaram morfologia especifica, sendo observado a presenca de inimeros
aglomerados em sua estrutura macroscopica.

Nas amostras sinterizadas a partir de B1-liof a morfologia flocular com tamanhos
variados foi reportada. Além da mudanca de fases (DCPD - B-CPP), a sinterizagéo
promoveu uma densificacdo e coalescéncia dos cristais dentro dos agregados de DCPD
precursores, resultando numa modificagdo da textura e porosidade do biomaterial
obtido. A ocorréncia desse fendbmeno se deu de maneira mais acentuada na amostra
submetida em 1150°C, devido a maior energia utilizada.

Sendo a presenca desses poros necessaria para circulagéo de fluido fisiologico
através do material de interesse, o B-CPP sintetizado a partir do precursor B1-liof possui
uma morfologia mais atrativa como biomaterial. Fica também evidente que o processo
de liofilizacdo no biomaterial influencia diretamente na distribuicdo, homogeneidade e

tamanho dos gréaos obtidos.
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Figura 27: Microscopia eletrbnica de varredura das amostras Bl e Bl-liof
sinterizadas. 600°C (Al e A2), 750°C (B1 e B2), 900°C (C1 e C2) e 1150°C (D1
e D2).

Fonte: Autor.
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4.2.5 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X

A mesma relacdo de elementos quimicos, tais como oxigénio, calcio e fésforo foi
mais uma vez observada através da analise EDX, Figura 28. Isto é mais um indicio da
presenca dos principais constituintes da espécie quimica fosfato de célcio, que podem
ser encontrados mesmo apads o tratamento de sinterizacdo em diferentes temperaturas
nas amostras dos grupos Bl e B1-liof.

Utilizando a porcentagem dos elementos Ca e P, pela técnica de EDX, foi
determinado a razdo Ca/P de cada uma das amostras sinterizadas, como descrito na
Tabela 10. Em temperaturas menores de sinterizagdo € visto razbes Ca/P mais
proximas do valor teérico encontrado na fase HA (Ca/P = 1,67). Por se tratar de uma
conversdo gradativa do precursor em fases mais estaveis termicamente é observado
gue apenas em altas temperaturas ocorre a presenca de razdo Ca/P semelhante ao
valor tedrico de B-CPP (Ca/P = 1,0). Isso ocorreu, pois apenas nessas condi¢cdes
reacionais drasticas ocorrera de maneira mais efetiva a condensacdo dos grupos
hidrogenofosfatos, permitindo que a fase B-CPP seja formada 4. Salienta-se também
gue com o aumento da temperatura de sinterizacdo a eliminagdo de contaminantes
volateis, tais como fons CO3?%, é favorecida.

Para o grupo de amostras liofilizadas observou-se uma diminuicdo mais
acentuada de Ca/P quando comparadas com o outro grupo de precursores. Conclui-se
desse modo que os cristais obtidos a partir da sinterizacdo de B1-liof apresentaram a
formacéao de 3-CPP com pureza mais elevada e como uma estrutura cristalina mais bem

definida.
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Figura 28: EDX das B1 e Bl-liof sinterizadas em diferentes temperaturas.
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Tabela 10 : Razéo Ca/P das amostras sinterizadas dos grupos B1 e B1-liof.

Razao Ca/P
Temperatura
Amostra ) 600°C 750°C 900°C 1150°C
ambiente
Bl 1,60 1,56 1,44 1,31 1,18
B1-liof 1,69 1,27 1,18 1,12 1,08

Fonte: Autor.



4.2.6 ConsideragOes entre os grupos Bl e B1-liof obtidos

Foi confirmado que as concentracdes equimolares da espécie acida (HsPO.) e
basica (Ca(OH);) tornaram possivel a obtencdo do precursor DCPD. Tendo este
precursor um alto teor de fons PO4%*, quando submetido a um tratamento térmico em
elevadas temperaturas promoveram a obtencéo da fase cristalina B-CPP.

Concluiu-se também que a utilizacdo do pos-tratamento de secagem por
liofilizagdo em DCPD mostrou-se o0 método mais eficaz para que o 3-CPP sintetizado
apresentasse homogeneidade e alto indice de cristalinidade em suas particulas de
fosfato de calcio. O processo de liofilizacdo garantiu que as particulas obtidas tivessem
um menor tamanho de cristalito, em comparagdo com as amostras néo liofilizadas e
através de diferentes métodos foi determinado um IC superior de B-CPP produzido a
partir do grupo B1-liof. Assim, o processo de liofilizagdo confirmou ser uma técnica
promissora e simples de ser utilizada para aperfeicoar a sintese de fases formadas
através da sinterizacao de precursores de fosfato de célcio.

4.3 Obtencao do precursor fosfato de calcio por reacao de sais de fosfato e calcio

4.3.1 Difracao de Raio X

A difracdo de Raios-X foi utilizada mais uma vez para determinar as fases
cristalinas obtidas dos precursores sintetizados Al, A2, A3, A4 e A5 e comparéa-los com
um padrdo, como apresentado na Figura 29. Embora as condi¢des reacionais para as
5 amostras precursoras fossem diferentes, todas possuem picos de difracdo que se
assemelham com a fase cristalina hidroxiapatita (HA), sendo seus picos mais
caracteristicos em 25,8° (002); 31,7° (211); 32,1° (112); 32,9° (300); 46,7° (222) e 49,4°
(213) 4.

O controle preciso de sintese em pH 8 para obtencéo das amostras A3 e A5 ja
evidenciavam, em teoria, a sintese do precursor HA, por ser o valor de pH onde esse
fosfato de calcio é mais insollvel, sendo, portanto, a espécie quimica mais suscetivel a
formacdo por precipitacdo de sais ®2. Mesmo que sem controle de pH, durante o
monitoramento da sintese os grupos Al, A2 e A4, foi possivel observar que a
precipitacdo do precursor ocorreu na faixa de pH entre 6 e 8, tendenciando com isso

também a formacéo de HA.
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Figura 29: Difratogramas de Raios X comparando o padrao de hidroxiapatita com
as amostras Al, A2, A3, A4, A5.
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Foram sumarizados na Tabela 11 os valores de indice de Cristalinidade por DRX
das amostras sintetizadas, que variaram de 74,4 até 86,1% de cristalinidade. Foi
observado que dentre as 5 amostras, 0 grupo Al, que ndo teve nenhum controle
reacional, apresentou a menor porcentagem de formacdo do precursor HA. Em
contrapartida, os demais grupos, com meio reacional em 25°C tiveram a formacao de
HA acima de 80%. J& os grupos A4 e A5, submetidos também ao controle de forca
ibnica, apresentaram as maiores porcentagens de HA, pois com a presenca de ions Na*
houve também maior supersaturagdo do meio reacional, induzindo assim um aumento
da nucleacdo de HA %.

Embora elevado, o rendimento do precursor ndo foi maior devido a ocorréncia
de subprodutos indesejados durante a sintese, como por exemplo a formacdo do
mineral calcita (CaCOs), causados pela presenca de fons COs* que, posteriormente,
dificultaram a incorporacéo de célcio na estrutura do complexo fosfocalcico. E conhecido
que HA sintetizadas por precipitacéo e que nao foram submetidas a nenhum tratamento
térmico, sdo consideradas bioceramicas de menor teor de cristalinidade, confirmando o

comportamento encontrado nas 5 amostras obtidas com purezas menores que 90% .
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Tabela 11: indice de cristalinidade por DRX das amostras Al, A2, A3, A4, A5.
Amostra Al A2 A3 A4 A5
IC (%) 74,4 80,7 77,8 86,1 83,9

Fonte: Autor.

4.3.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

Assim como no precursor DCPD obtido, foram encontrados também nas
amostras de Al, A2, A3, A4 e A5 as principais moléculas e ions moleculares presentes
nos ortofosfatos de célcio, como observado na Figura 30. Bandas na regiao de 1000 a
1200 cm?, relacionadas ao estiramento P=0 # e bandas em 515, 570 e 970 cm™ que
podem ser associadas aos ions PO.> ®2. Nos espectros de infravermelho das amostras
A4 e A5 foram observadas com clareza bandas atribuidas a agua (3476 e 1648 cm™),
confirmando que ao contrario das demais, estas ainda apresentavam certo grau de
umidade. Além disso, mesmo que em diferentes intensidades, foram encontradas
bandas na regido de 800 a 880 cm™ e 1300 a 1400 cm™ atribuidas a ions carbonato
residuais °2.

E expressado na Tabela 12 o indice de cristalinidade de cada amostra seguindo
o método por Infravermelho. Foram obtidas aqui amostras com IC maior do que 0s
valores do precursor DCPD, sendo, portanto, amostras com tamanho de cristalito
menor. Entretanto existe uma variacao nos valores das 5 amostras, dada pela seguinte
ordem crescente de cristalinidade: A5 > A3 > A4 > A2 > Al. Como reportado na
literatura, esses valores de IC para amostras néo sinterizadas, decrescem com o
aumento do teor de ions carbonato presente na estrutura do fosfato de calcio
sintetizado. Dessa forma, embora tenha sido obtida sob condi¢cdes controladas de
temperatura, pH, forca ibnica e apresentado maior porcentagem de formacédo de HA, o
grupo A5, é por esse método, a HA com maior quantidade de fons COs* em sua

composigao .
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Figura 30: Espectros na regidao do Infravermelho das amostras Al, A2, A3, A4,
A5.
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Tabela 12: indice de cristalinidade por Infravermelho das amostras Al, A2, A3, A4, A5.
Amostra Al A2 A3 Ad A5
IC 3,26 2,68 1,74 2,23 0,99

Fonte: Autor

4.3.3 Espectroscopia Raman

Na Figura 31, foram relatados os principais espectros vibracionais encontrados
nas 5 amostras obtidas. Em Al, A2, A3 e A4 foram observadas a presenca de bandas
atribuidas ao grupo PO.* em 590, 960 e 1050 cm, muito similares as encontradas nos
espectros do precursor DCPD &', Entretanto, para a amostra A5 foram encontradas
apenas duas bandas, em 723 e 1088 cm™ que pertencem, respectivamente, aos modos
de deformacdo e estiramento simétricos de grupos carbonato, presentes no mineral
calcita (CaCOg) %,

Esse excesso de calcita encontrado na amostra A5 decorre possivelmente pelas
condicBes reacionais empregadas para sua obtencdo. Para aumentar a forca iénica do
meio, com a finalidade de reduzir o tamanho de particulas, a solu¢do aquosa da reacao
foi saturada com o sal NaNOs 1,2 mol L, em pH 8 e sob agitacédo severa. Contudo, sob

essas circunstancias a cinética de sintese de fosfato de calcio foi modificada, reduzindo
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possivelmente o tempo de vida dos ions de interesse (Ca?* e PO.?). Simultaneamente
houve a incorporacdo de CO., proveniente do ar, na solu¢éo, fazendo com que o produto
solubilidade de carbonato de célcio fosse superado com mais facilidade.

Sendo a calcita a fase menos solUvel dos carbonatos de calcio em meio aquoso
(0,001 g LY, foi assim a espécie quimica precipitada em maior abundancia ao invés de
uma das fases de fosfato de célcio. Portanto, durante o processo de precipitacdo de sais
de fosfatos de calcio, destaca-se, o papel crucial do controle da atividade ibnica do meio

reacional 8.

Figura 31: Espectros RAMAN das amostras Al, A2, A3, A4, AS.
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Fonte: Autor.

Os valores de IC foram mais uma vez determinados utilizando o método
FWHMgso, como mostrado na Tabela 13. Nao foi possivel o calculo de IC para a amostra
A5 devido a auséncia de uma banda em 960 cm, contudo, para as demais amostras
foram encontrados valores de IC muito proximas entre si, confirmando uma proximidade
de tamanho de cristalito. Quando comparadas com as amostras de Bl e Bl-liof é
possivel dizer que a sintese de fosfato de célcio por precipitacdo de sais garante um
tamanho menor de particulas, entretanto foram encontrados uma maior quantidade de

contaminantes nos precursores.
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Tabela 13: indice de cristalinidade por Raman das amostras Al, A2, A3, A4, A5.

Amostra Al A2 A3 A4 A5
IC 5,02 5,36 5,34 5,27 -

Fonte: Autor

4.3.4 Microscopia eletrdnica de varredura

As micrografias encontradas na Figura 32 sdo de magnificacdo de 100x e 1000x
das amostras sintetizadas pelo método de precipitagdo de sais. Foram observados nos
5 grupos a presenca de aglomerados de particulas, assim como nos precursores obtidos
pelo método de neutralizagdo. Nos grupos Al, A2 e A3 foram vistos também a formacao
de nanoparticulas de fosfato de célcio ao longo do substrato utilizado, sendo assim
considerados 0s grupos com menores tamanho de particulas obtidas.

Embora o intuito de utilizagdo do controle de forga idnica nos grupos A4 e A5
estava na reducdo do tamanho de particulas através da diminuigdo da dupla camada
elétrica, foram evidenciadas particulas maiores, quando comparadas com o0s demais
grupos. A ocorréncia do fenbmeno de coalescéncia para esses grupos pode ser
justificada pelo fato de que, com o0 aumento de forga ibnica ha também uma diminui¢éo
no potencial de repulséo das particulas, facilitando assim aglomeragéo.

Com essas micrografias € sugerido que com o aumento da forca ibnica do meio
reacional promoveu também a coalescéncia das particulas menores, formando uma
populacdo de particulas maiores e com distribuicdo de tamanhos variado. Sendo a
homogeneidade das bioceramicas fator que garante uma facil interacdo com 0 0sso
natural e sua posterior aplicacdo terapéutica em enxertia 6ssea, 0S grupos precursores
A4 e A5 foram até o momento as amostras que tiveram resultado menos satisfatérios

nesse quesito. °.
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Figura 32: Microscopia eletronica de varredura das amostras Al, A2, A3, Ad e
A5 com magnificacdes x100 (A) e x1000 (B).

Fonte: Autor.
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4.3.5 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X

Através da técnica EDX, Figura 33, foram encontrados os principais constituintes

dos 5 grupos obtidos. Os principais elementos que compdem os fosfatos de calcio, tais

como calcio, fosforo e oxigénio foram observados nos 5 grupos, entretanto, em todos

os gréficos também foram reportados a presenca acentuada de sodio residual. Quando

comparado com o0s demais grupos, as amostras precursoras A2 e A3 tiveram o0s

menores teores desse elemento, confirmando pela técnica de EDX serem as amostras

precursoras com menores quantidades de impurezas.

Figura 33: EDX das amostras Al, A2, A3 A4 e A5.
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As razdes Ca/P dos respectivos grupos também foram determinadas por EDX,
como esquematizado na Tabela 14. Foram obtidos valores experimentais inferiores ao
da hidroxiapatita teérica (Ca/P = 1,67), pois assim como no precursor DCPD, o meio
reacional em solucéo aguosa também possibilitou a incorporacdo de ions como CO3*
gue podem substituir ions fosfatos em seu sitios 8°. Sendo a presenca desses ions ja
reportada por outras técnicas de caracterizacdo, a técnica de EDX so ratificou a
existéncia desses contaminantes e confirmou a presenca de uma apatita carbonatada.
Paralelamente a isso, 0 sédio residual, encontrado nos graficos de EDX, também podem
substituir sitios ocupados por ions calcio na estrutura fosfocalcica, modificando dessa
forma sua razdo Ca/P. Com essa substituicdo especifica, foi possibilitado a formacao

da espécie quimica hidroxiapatita substituida por sédio, ou NaAp 7.

Tabela 14: Razao Ca/P das amostras Al, A2, A3, Ad e Ab.
Al A2 A3 A4 A5
Razao Ca/P 1,30 1,36 1,40 1,31 1,39

Fonte: Autor

4.4 Sinterizacao de precursores obtidos por precipitacao de sais

Assim como os grupos Bl e B1-liof, foi utilizado o tratamento térmico de
sinterizacdo para remocé&o de impurezas e obtengéo do biomaterial de interesse B-TCP.
Apo6s a confirmacdo da eficiéncia do poés-tratamento de secagem dos precursores
fosfocélcicos por liofilizacdo na se¢do 4.1 e 4.2, todos os grupos sintetizados pelo
método de precipitacdo de sais foram submetidos ao mesmo procedimento antes de
serem calcinados em diferentes temperaturas. Com isso, essa sec¢édo foi destinada a
discussdo da influéncia de diferentes temperaturas de sinterizacdo nas amostras

precursoras sintetizadas de HA.

4.4.1 Difracao de Raios X

Assim como nos precursores por neutralizacao, as amostras obtidas pela sintese
de precipitacdo de sais (Al, A2, A3, A4 e A5) foram organizadas em 5 grupos distintos
com seus respectivos difratogramas comparativos em diferentes temperaturas de
sinterizacdo, como apresentado na Figura 34. E demarcado nesses difratogramas a

guem se referem os principais picos encontrados.
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Como mencionado na secéo 4.3.1, em todos os 5 grupos sinterizados houve a
formacéo do precursor HA. Por se tratar de um ambiente rico em ions Ca?*, era esperado
posteriormente que com o método de sinterizacdo houvesse a conversao gradativa de
HA em B-TCP ’8, Entretanto, sdo encontrados em todos os grupos além da formacéo
dessa fase prevista, a presenca da fase residual renanita ou NaCaPO..

Isso ocorreu pois, embora o precursor HA tenha sido sintetizado, durante sua
cristalizacao, utilizando a precipitacdo de sais, foi possibilitado também a permeacéo de
uma grande quantidade de ions Na* em sua estrutura. J4 o processo de filtracdo e
lavagem das amostras apés sua sintetizacdo nao foram suficientes para que houvesse
uma completa remocéo desses sais residuais nos precursores. Com isso, durante a
sinterizacao e condensacdo das estruturas hidrogenofosfato, esses ions sodio também
substituiram os ions de calcio no arranjo fosfatico, tornando possivel a obtencao do
composto NaCaPO, %

Assim como os fosfatos tricalcicos (TCP), séo identificados também no mineral
renanita diferentes polimorfos (B e a) de acordo com a temperatura de sinterizacao
empregada. A principal fase residual encontrada nas amostras sinterizadas foi a
considerada de baixa temperatura, B-NaCaPO., que da mesma maneira que B-TCP,
comeca a ser formada a partir de 600°C *°.
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Figura 34: Conjunto de difratrogramas das amostras Al, A2, A3, A4 e A5

sinterizadas em diferentes temperaturas.
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As porcentagens das trés fases encontradas nas amostras sinterizadas foram

mostradas na Tabela 15. Com o aumento da temperatura de sinterizagdo houve uma
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reducdo gradativa do precursor HA em todas os grupos, causado consequentemente
pela remocdo de componentes volateis e rearranjo estrutural da espécie fosfato de
calcio. Entretanto, foram encontradas diferentes porcentagens de formacéo da fase de
interesse B-Cas(PO4). e da fase residual NaCaPOQO., influenciadas pelas diferentes
condicdes reacionais utilizadas.

Para o grupo Al, que ndo teve nenhum controle dos parametros reacionais, foi
obtido um rendimento maximo de 58,1% da fase B-TCP, valor considerado pouco
satisfatério para um composto a ser utilizado como biomaterial. Todavia, sem um
controle de temperatura e pH, ocorreu nao somente a precipitacao do sal de interesse,
mas também o de outras espécies quimicas residuais. Além dos ions Ca?" e PO,* havia
do mesmo modo a presenca de quantidades consideraveis de ions Na* em solucédo, que
se aderiram a estrutura fosfocélcica e ndo puderam ser removidos na etapa de
purificacdo do precursor. Desse modo, durante o processo de sinterizagcéo do grupo Al
para formacao da fase B-TCP houve também a conversao de HA na fase NaCaPOs..

Esse mesmo comportamento de conversao € encontrado de forma ainda mais
acentuada nos grupos A4 e A5, onde houve o controle da forga idnica utilizando sais
NaNOs. A presenca desse sal tinha como finalidade aumentar a forga idnica do meio
reacional, levando ao colapso da dupla camada elétrica das particulas de HA e diminuir
seu tamanho aparente. No entanto, com a presenca desse aditivo a solu¢cdo, houve
consequentemente um aumento expressivo na quantidade de ions Na*. Assim os
grupos A4 e A5 tiveram as menores quantidades de conversdo de HA na fase B-TCP
dentre todos 0s grupos obtidos (37,2 e 26,7% respectivamente).

Apenas nos grupos A2 e A3, foram encontradas porcentagens de formacgéo da
fase B-TCP acima de 90%. Nesses grupos a Unica diferenca sintética foi que em A2
nao houve o controle de pH e em A3 houve, mas ambos foram realizados em 25°C e
sem controle de forca ibnica. Foi observado que a sinterizagdo em 900°C desses grupos
possibilitou a maior taxa de formacéo da fase de interesse e acima dessa temperatura
o rendimento diminuiu. Paralelamente a esse fendbmeno foi também constatado um
aumento de formacdo da fase NaCaPO. em 1150°C, ocasionado possivelmente pela
conversao de (3-Cas(PO.). na fase considerada de alta temperatura a-NaCaPO.. Essa
conversao € provavel ja que os ions Na* residuais podem ocupar 0s mesmos arranjos

na estrutura fosfatica que os ions Ca?* 100101,
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Tabela 15: Porcentagem das fases HA e B-TCP e NaCaPO, nas amostras Al, A2, A3,

A4 e A5 sinterizadas em diferentes temperaturas.

Amostra Cas(P0O4)3(OH) B-Cas(POu4): NaCaPO.
A1-600 43.63 - 56.37
A1-750 43.71 1.99 54.40
A1-900 41.73 12.60 45.67
A1-1150 16.84 57.66 25.10
A2-600 66.15 15.26 18.59
A2-750 - 87.90 12.10
A2-900 - 96.41 3.59
A2-1150 - 85.67 14.33
A3-600 62.24 28.31 9.35
A3-750 - 86.0 14.0
A3-900 - 90.80 9.20
A3-1150 - 90.21 9.79
A4-600 66.86 - 33.14
A4-750 64.10 - 35.90
A4-900 61.00 10,44 28,06
A4-1150 29.07 37.20 33.73
A5-600 72.21 - 27.79
A5-750 39.04 - 60,96
A5-900 28.53 3.47 68.00
A5-1150 22.12 26.70 51.08

Fonte: Autor.

4.4.2 Espectroscopia na regiao do Infravermelho

Na Figura 35 sdo apresentados 5 grupos de espectros na regido do
infravermelho, das respectivas amostras obtidas. Assim como o precursor DCPD,
durante a sinterizagdo de HA n&o foram encontradas mais as bandas relacionadas a
umidade do composto. Foram mais uma vez evidenciadas a presenca das principais
bandas encontradas nas apatitas sintéticas, tais como: bandas em 500, 550, 900 e 970
cm?, atribuidas aos ions PO.* °2; na regido de 1000 a 1200 cm?, atribuidas ao
estiramento P=0. Todas as bandas identificadas confirmaram a presenca dos principais

grupos funcionais em HA, B-TCP e NaCaPOsresidual.
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Figura 35: Conjunto de espectros de Infravermelho das amostras Al, A2, A3, A4

e A5 sinterizadas em diferentes temperaturas.
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Ja na Tabela 16 sdo mostrados os valores de IC por infravermelho dos 5 grupos.

Excepcionalmente nos grupos A4 e A5, onde a forga idnica do meio foi aumentada para

formacao de particulas menores de HA, é observado um aumento no valor de IC, com

0 aumento da temperatura de sinterizacéo até 750°C. E evidenciado desse modo que

com a adi¢do de sais ao meio reacional, tais como NaNOs, houve uma mudanga na

propriedade de coalescéncia das particulas precursoras HA quando calcinadas.

Entretanto, em temperaturas mais elevadas iniciou-se 0 segundo estagio de
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sinterizacdo, que refere-se a densificacdo da estrutura apatitica, aumentando assim o
tamanho de cristalito 9. Para os demais grupos foi observado que a tendéncia de
diminuicéo do valor de IC comeca ja com a temperatura minima de sinterizacado utilizada
(600°C).

Tabela 16: Valores de IC por infravermelho das amostras Al, A2, A3, A4 e A5

sinterizadas em diferentes temperaturas.

Temperatura ambiente 600°C 750°C 900°C  1150°C
Al 3,26 2,76 2,74 1.85 1.37
A2 2,68 2,48 2,11 2,16 1,43
A3 274 2,19 1,98 1,33 1,12
A4 123 1,67 1,80 1,78 1,06
AS 0,99 1,30 2,16 2,11 1,27

Fonte: Autor.

4.4.3 Espectroscopia Raman

Os espectros por Raman dos 5 grupos sdo mostrados na Figura 36. Foi visto a
presenca de bandas em 590, 960 e na regido de 1080 cm™, atribuidas ao grupo PO,
muito similares as encontradas nos espectros do precursor HA 8. J4 na primeira
temperatura de sinterizacéo utilizada na amostra 5, as bandas que caracterizavam a
presenca de grupos funcionais carbonato residual ndo foram mais encontradas, devido
a degradacao desses grupos pela alta temperatura de calcinacao.

Ao contrario dos espectros de DCPD sinterizados, apds o tratamento térmico do
precursor HA ndo foram observadas bandas associadas ao aumento do percentual de
ligacdes P-O-P, relacionadas ao pirofosfato B-CPP. Isso ocorreu, pois a calcinagédo dos
grupos feitos pelo método de precipitacdo de sais garantiu a formacado tanto de -
Cas(P0.), quanto a fase residual NaCaPO., sendo ambas pertencentes ao grupo dos
orfosfatos, que ndo possuem esse tipo de ligacgao.

Na Tabela 17 s&o apresentados os valores de IC por Raman. Foi evidenciado
gue a calcinacdo desses grupos em 600°C diminuiu consideravelmente o valor de IC,
causado consequentemente pela eliminacdo dos componentes residuais mais volateis,
reduzindo assim o tamanho de cristalito. Ja a partir dessa temperatura é constatado um
aumento gradativo no valor de IC, comprovando que as temperaturas de sinterizacao
mais elevadas causaram a densificagdo e coalescéncia das particulas de fosfatos de

calcio.
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Embora o comportamento dos 5 grupos sinterizados seja semelhante, foi

também observado que para o grupo A5 o efeito de coalescéncia na temperatura

maxima de calcinacéo foi retardado. Com isso foi confirmado que as particulas em maior

abundéancia nesse grupo (NaCaPO.) tem um tamanho menor de cristalito, quando

comparado com B-Caz(POy)..

Figura 36: Espectroscopia Raman das amostras Al, A2, A3, A4 e A5 sinterizadas

em diferentes temperaturas.
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Tabela 17: Valores de IC por Raman das amostras Al, A2, A3, A4 e A5 sinterizadas em

diferentes temperaturas.

Temperatura ambiente 600°C 750°C 900°C  1150°C
Al 5,02 4,01 5,01 7,48 12,16
A2 5,36 3,00 3,67 3,70 10,89
A3 5,34 3,39 4,93 4,96 10,77
A4 527 3,40 5,63 4,57 11,78
AS - 3,99 5,84 7,00 9,38

Fonte: Autor.

4.4.4 Microscopia eletronica de varredura

Por meio das micrografias apresentadas na Figura 37, com magnificagédo 1000x,
foi observado a morfologia das amostras sinterizadas. Como evidenciado através das
técnicas de caracterizagdo anteriores foi observado na microscopia eletronica de
varredura o efeito de coalescéncia das particulas com o aumento da temperatura de
sinterizacao.

Assim como reportado na literatura, com sinterizagfes em temperaturas abaixo de
900°C foram observadas a um baixo grau de densificacdo das particulas fosfocélcicas,
por ser o estagio inicial de sinterizacdo. Durante esse estagio também encontradas a
formacao de “pescogos” nas amostras. Acima dessa temperatura, como ja mencionado,
inicia-se 0 segundo estagio de sinterizacdo, caracterizado pela densificacdo massiva
das estruturas dos pés %2.

Embora o inicio dessa densificacdo seja similar para os 5 grupos, a densificacéo
final ocorrida na temperatura maxima de sinterizacdo empregada, vai depender também
de fatores como a homogeneidade, pureza e do carater de aglomeracdo da espécie
fosfocalcica obtida. Assim, foi observado que nos grupos com maiores porcentagens de
formacdo de NaCaPO. residual (A4 e A5) foi constatado um menor tamanho de
particulas densificadas.

J& para os demais grupos que tiveram maiores porcentagens de formacao de [3-
Cas(PO.): é constatado a tendéncia de diminuicdo do nimero de gréos e coalescéncia
das particulas em temperaturas mais elevadas. Também foram observados nesses
aglomerados uma morfologia irregular, compostos por particulas menores ao longo de

sua estrutura.
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Figura 37: Microscopias eletronicas de varredura das amostras Al, A2, A3, A4 e AS sinterizadas em diferentes temperaturas com

magnificacao x1000.

(A1-600) (A2-600) bl (A3-600) TR (A4-600) % | (A5-600)

(A1-750) (A2-750) STy B (A4-750) TR (A5-750)

10pm

(A1-900) (A2-000) (NS S S (~4-900) (A5-900)

{
)

(A1-1150) S (A2-1150) [EESSEETT (A4-1150) crM (A5-1150) o

Fonte: Ator.




4.4.5 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X

A constatacdo dos principais elementos encontrados nos cinco grupos
sinterizados foi feita através da analise de EDX, sumarizada no Anexo A. Em todas as
amostras foram encontrados os principais elementos presentes na estrutura fosfocalcica
(oxigénio, calcio e fosforo), bem como a do elemento residual sodio.

Utilizando os resultados de EDX foi determinado mais uma vez a razdo Ca/P de
cada uma das amostras sinterizadas, resumidos na Tabela 18. Para todos os grupos,
observou-se um aumento da razdo molar Ca/P na primeira temperatura de sinterizacdo
(600°C), ocasionado consequentemente pela eliminagdo de grupos residuais mais
volateis, como por exemplo carbonato. A partir desse valor, foram obtidos diferentes
valores de Ca/P, pois o rearranjo e densificacdo das estruturas fosfocalcicas é afetada
diretamente pelas espécies quimicas contidas em sua estrutura.

Com isto, foi visto que os valores experimentais de razdo molar Ca/P para os
grupos A4 e A5 ndo condizem com o valor tedrico de B-TCP (Ca/P = 1,5). Essa
informacé&o corroborou com o fato de que esses grupos tinham em sua composi¢cdo um
alto teor de ions sodio, impossibilitando, com isso, a formacgéo da fase de interesse e
apresentando uma mescla de diferentes fases. Para o grupo Al, foi observado o valor
de Ca/P mais proximo de B-TCP na temperatura de sinterizagdo em 1150°C e sendo,
segundo a analise de DRX, a condigdo que possibilitou o0 maior teor de B-TCP para esse
grupo.

Ja para as amostras A2-900 e A3-900, que tiveram maior grau de pureza da fase
B-TCP, foram os grupos que também apresentaram valor experimental igual ao valor
tedrico dessa apatita. Em temperaturas mais elevadas de sinterizacdo desses dos
grupos, houve um aumento na porcentagem da espécie renanita, como mostrado na

técnica DRX, modificando assim essa razdo molar.

Tabela 18: Razado Ca/P das amostras Al, A2, A3, A4 e A5 sinterizadas em diferentes

temperaturas.
Temperatura ambiente  600°C 750°C 900°C 1150°C
Al 1,30 1,40 1,29 1,33 1,47
A2 1,36 1,58 1,71 1,48 1,45
A3 1,40 1,50 1,43 1,50 1,42
Ad 1,31 1,42 1,41 1,60 1,88
AS 1,39 1,56 1,44 1,31 1,89

Fonte: Autor.
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4.4.6 Consideragdes entre os grupos Al, A2, A3, A4, A5 obtidos

Foi confirmado que mesmo utilizando solucdes equimolares de sais nitrato de
calcio (Ca(NO3),) e fosfato de sddio bibasico (Na;HPO.) em diferentes condi¢des
reacionais possibilitou a obtengcdo por precipitacdo do precursor HA. Entretanto,
variacfes de parametros, tais como temperatura reacional, pH e controle de forca idnica,
promoveram a obtencdo de HA com pureza e tamanho de cristalito variado. Foram
encontrados em todos os grupos resquicios de sédio residual que, nhdo foram removidos
durante a etapa de purificacdo. A presenca desse contaminante foi ainda mais acentuda
nos grupos com controle de forca ibnica (A4 e Ab).

Por ser um ambiente rico em ions Ca?*, quando submetidos a um tratamento
térmico, todos os grupos promoveram em algum momento a formagéo da fase cristalina
B-TCP. E valido ressaltar que devido a presenca de ions Na* remanescentes houve
também a formacé&o da fase renanita (NaCaPOQ.), ja que esses ions podem e ocuparam
as mesmas posicées de Ca?" no arranjo fosfocélcico. Destaca-se que embora nesse
trabalho o composto renanita seja considerado uma fase secundaria, sdo encontradas
para esse tipo de apatita inUmeras aplicacbes como biomaterial na enxertia éssea. A
renanita tem sido amplamente utilizada para melhorar a bioatividade de outros
compostos fosfocalcicos, devido a sua elevada taxa de dissolu¢cao. Quando comparada
com compostos que possuem maiores razdoes Ca/P, tais como HA e B-TCP, sua
degradacéo in vivo ocorre de 6 a 12 semanas %,

Contudo, sendo o objetivo dessa sec¢ao a obtengéo do biomaterial B-TCP com alta
pureza, foram observadas diferentes proporcbes de formacdo desse composto.
Concluiu-se desse modo que os parametros reacionais utilizados nos grupos A2 e A3
(25°C, sem e com pH 8 respectivamente e ambos sem aumento da forga i6nica), foram
as melhores condic¢des para que o precursor HA fosse convertido em B-TCP com pureza

maior que 90%.

4.5 Comparacao entre os diferentes biomateriais obtidos.

A utilizacdo da sintese por precipitacdo de sais garantiu um precursor de fosfato
de calcio com um tamanho menor de cristalito, quando comparado com o método por
neutralizacdo. Entretanto, foi evidenciado que devido a presenca de outros ions no meio
reacional, essa sintese também apresentou muito mais contaminantes, tais como
espécies carbonato e sodio fosfato de célcio.

Por meio da sinterizacdo dos fosfatos de calcio precursores, obtidos pelos dois

métodos, foram observados a sintese de fases termicamente mais estaveis. Com um
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ambiente guimico rico em ions PO.*, como nos precursores DCPD, houve uma maior
tendéncia de formacéo da fase B-CPP. J& para um ambiente rico em ions Ca?*, como
nos precursores HA, a obtencao da fase B-TCP foi facilitada. Evidenciou-se também que
elevadas temperaturas de sinterizacdo (900°C e 1150°C) promoveram um crescimento
de particulas em ambas as fases de interesse, causado pela densificacdo de suas
estruturas fosfocalcicas.

Considerando que a aplicacdo desses compostos serd direcionada a substituicao
0ssea, seu alto grau de pureza é fundamental para garantir ndo somente um aumento
na adesao, proliferacdo e integracdo das células osteoblasticas, mas também para
prevenir a ocorréncia de infeccdes, inflamacdes e reacbes alérgicas adversas no corpo
do paciente. Dentre os grupos sinterizados, foi encontrado na amostra B1-liof-1150 a
presenca da fase B-CPP com pureza de 97,55% e sendo identificado HA como fase
residual. J& nas amostras A2-900 e A3-900, houve a maior porcentagem de formacao
de B-TCP (96.41 e 90.80%, respectivamente) com a existéncia da fase residual
NaCaPO.,

Paralelamente, sabe-se que a fase 3-TCP possui alta propriedade de reabsorcdo
pelo organismo, podendo em consequéncia a isso, ser completamente degradada antes
que o novo tecido ésseo seja formado. Ja a fase B-CPP apresenta a propriedade de
biodegradacao intermediaria a HA e BTCP, sendo um composto alternativo em potencial
como substituto 6sseo . Com isso e devido a sua alta pureza, tendo apenas ions
residuais Ca?* e PO,%>da fase HA, a amostra B1-liof-1150 foi considerada o biomaterial

mais promissor a ser utilizado na enxertia 6ssea.

5. Conclusdes Parciais

Através de reacdes por via umida pelos métodos de neutralizacéo e precipitacdo
de sais foram obtidos os precursores de fosfato de célcio, hidrogenofosfato de calcio
dihidratado (DCPD) e hidroxiapatita (HA) com éxito. Todos os precursores sintetizados
foram submetidos ao processo de sinterizacdo em diferentes temperaturas, para
formacao de fases de fosfato de célcio mais estaveis. Foi confirmado com este estudo
que diferentes precursores de fosfato de calcio influenciam a obtencédo de diferentes
tipos de espécies de fosfatos de calcio.

A sinterizagdo de um fosfato de célcio rico em ions fosfato (DCPD) garantiu a
formacao da fase 3-CPP e precursores ricos em ions calcio (HA) tornaram possivel obter

a fase B-TCP. Com a utilizacdo do pés-tratamento de secagem por liofilizacdo das
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amostras de DCPD foi confirmado um procedimento eficaz para que a fase p-CPP
sinterizada apresentasse maior homogeneidade e alto indice de cristalinidade em suas
particulas de fosfato de calcio quando comparado com as amostras nao liofilizadas.
Esses resultados corroboram com trabalhos ja encontrados na literatura, quanto a
efetividade do método de liofilizacdo para obtencdo de derivados de fosfatos de célcio
mais homogéneos %212,

J& para os grupos obtidos por precipitacdo de sais, foi observado a tendéncia
primaria de precipitacdo/formacdo da fase precursora HA, como encontrado em
trabalhos publicados 1%, Contudo, foi concluido que o alto teor de ions sédio no meio
reacional, resultantes dos sais utilizados para aumento da forca iénica, diminuiram a
porcentagem de formagdo da fase de interesse (B-TCP. Dentre todos 0s grupos
sinterizados, as amostras B1-liof-1150 (B-CPP), A2-900 e A3-900 (B-TCP) foram as
biocerdmicas obtidas com maior pureza, apresentando também resultados satisfatorios

para todas as técnicas de caracterizacdo empregadas.
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CAPITULO 2

Desenvolvimento de Scaffold 3D de B-CPP pelos

métodos de liofilizacdo e impressao 3D

1. INTRODUCAO

1.1 Compdsitos

“Na natureza, podemos perceber que todos os materiais biolégicos sdo compdsitos,
sem excecdo. Exemplos encontrados de compdsitos naturais incluem madeira, em
gue a matriz de lignina é reforgada com fibras celuldsicas, e 0ssos, em que a matriz
composta por minerais é reforcada com fibras colagenas. Desde a Antiguidade
encontramos exemplos de compositos feitos pelo homem, como adobes reforcados
com palha para evitar a quebra da argila, e o uso de colmos de bambu no reforgo de
adobe e lama em paredes no Peru e China’, HIDALGO-LOPES, 2003:163)

Como mostrado na citagdo acima de Hidalgo-Lopes e ja exemplificado no capitulo
1, a utilizacdo de materiais denominados como compésitos € de suma importancia para
existéncia e desenvolvimento humano 4. Sdo encontrados em diferentes periodos da
civilizacdo (Era do Ferro, do Bronze, do Ouro) e originarios das primeiras sociedades
agricolas. Entretanto, maiores registros de sua utilizacdo sédo datados a partir do século
XX com o avanco da area de aplicacdes elétricas. Atualmente podem ser encontrados
ndo somente nessa, mas em diversas outras areas, tais como: saneamento basico,
setores petroquimicos, induUstria automobilistica, aeronautica e na medicina
regenerativa 1°,

Por definicdo, os compositos sdo conjuntos de dois ou mais materiais com
propriedades fisico-quimicas distintas em um meio multifdsico, combinados em escala
macroscopica, para funcionarem como uma unidade. Sendo essa sinergia Unica, 0
material formado terd novas qualidades que ndo sdo encontradas em nenhum dos
componentes individuais. Assim, com o desenvolvimento e producgéo eficaz desses
compositos, é possivel melhorar condicdes como resisténcia ao reforco, tenacidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade que posteriormente possibilitard& uma

bioaplicacdo especifica 1°.
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Sua composicao € dada pela juncdo de pelo menos duas fases, uma denominada
como fase reforco (ou fase dispersa), que terd& como funcdo o incremento de
propriedades tais como mecanicas, elétricas e/ou biocompativeis desejadas, como
esquematizado na Figura 1. A segunda fase, denominada como continua (ou matriz)
que confere estrutura ao material compdsito e sendo o meio pelo qual uma tensdo
localizada é transmitida e distribuida através da fase reforco. Os componentes usados
nestas combinacdes podem ser polimeros, ceramicos ou metais e as propriedades
nestes compadsitos formados vai depender integralmente da natureza dos materiais

aplicados, bem como o grau compatibilidade de interacdo entre eles através da interface
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Figura 1. Esquematizacao da estrutura de um compaosito.

Fase reforgo

Interface

Fase continua ou matriz

Fonte: Adaptado de 17,

Como esquematizado na Figura 2, os compdsitos sao classificados em fungéo do
tipo de fase reforco utilizada, podendo estes ser com fibras, estruturais ou particulas.
Compasitos reforgados por fibras ndo dependem somente da natureza da fibra utilizada,
mas também de sua orientagdo e concentracao através da estrutura do material. Muito
empregados na construgdo civil para aumento da resisténcia de tracéo, corroséo e da
leveza, as fases dispersas de fibras de carbono e/ou de vidro sdo empregadas.
Compostos denominados como estruturais sdo formados por componentes que além de
dependerem da natureza de seus constituintes, também dependerdo do projeto
geométrico utilizado para sua fabricacao.

J& os compositos reforcados por particulas sdo subdivididos na categoria de

particulas grandes, como é o caso de materiais como o0 concreto, composto por cimento
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(fase continua), areia e brita (fases dispersas). A segunda subdivisdo deste grupo é a
de fase reforgcada por dispersdo, onde apresentam concentragbes baixas de fase
dispersa em sua composi¢cdo (menor que 15%) e que sao formadas por particulas de
peguena ordem de tamanho 1%,

Essa Ultima subdivisdo tem ganhado destague como 0 avan¢o da nanotecnologia,
pois as propriedades das fases dispersas em escala nanométrica (1 a 100nm) sao
modificadas, inclusive intensificadas, devido a redugdo de tamanho e consequente
aumento da area superficial do material. Destacam-se as aplicagbes envolvendo o0s
designados nanocompdsitos formados por matrizes poliméricas e fase dispersa por
nanoparticulas inorganicas como os fosfatos de célcio 8. Do ponto de vista fisico-quimico
essas nanoparticulas possibilitam a formacao de compostos hibridos mais homogéneos
guando comparados com uma fase dispersa convencional. J& para o ponto de vista
bioldgico e da ciéncia dos biomateriais, essa combinagdo é vantajosa para engenharia
de tecido 0sseo, pois mimetiza a composic¢ao do 0sso, que é formado pela combinacéo
de um polimero natural e de uma apatita biolégica %9110,

Paralelamente a isso, a fabricagdo desses nanocompdsitos de matriz polimérica faz
parte de uma area recente e pouco explorada quanto sua metodologia de obtencao,
assim como, a aplicacdo de interesse. Tais fatores possibilitam que novos materiais
hibridos, com propriedades ainda desconhecidas, possam ser produzidos no setor da

medicina regenerativa de tecidos e da enxertia 6ssea 111113,

Figura 2: Esquematizacdo de diferentes fases reforco dos compdésitos.

Compdsitos

Reforgados
com
particulas

Reforgados

Estrutural com fibras

Estrutura em . Descontinuos Continuo
sanduiche Laminados (curto) (alinhados)

Reforgados Particulas
por dispersao grandes

Aleatorio Alinhado

Fonte: Adaptado de 14,
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1.1.1 Matrizes Poliméricas

Os polimeros possibilitam uma grande variedade de matrizes que podem ser
produzidas, sendo dessa forma, o grupo de materiais que mais € utilizado na fabricacao
de compdsitos. As matrizes poliméricas sao divididas em duas categorias, termorrigidas
e termoplasticas, diferenciando-se quanto ao seu comportamento intrinseco quando
aguecidas. Os polimeros termorrigidos sdo macromoléculas que possuem temperatura
de fusdo maior que a sua temperatura de degradacéo e baixa resisténcia ao impacto.
Isso ocorre devido as ligacdes cruzadas presentes entre suas cadeias poliméricas,
formando estruturas tridimensionais rigidas que quando aquecidas assumem formas
especificas permanentes 11°,

Os polimeros termoplasticos por sua vez, possuem cadeias poliméricas lineares
que ndo se reticulam entre si. A estrutura dessas macromoléculas é mantida através de
ligagbes denominadas secundarias, tais como forcas van der Waals e ligacbes de
hidrogénio, que quando aquecidas sdo temporariamente quebradas e permitindo
moldabilidade molecular para reconformac¢do. Com o resfriamento essas ligacbes
secundarias séo reestabelecidas, sendo com isso possivel o reciclo desse grupo de
polimeros, fundamental para setores produtivos mais limpos 16,

Devido a essa propriedade, as matrizes poliméricas termoplasticas sdo mais
viaveis industrialmente, pois podem ser produzidas em um curto periodo e com menor
mao de obra especializada. Polimeros termoplasticos e, por consequéncia, seus
compoésitos termoplasticos derivados, podem ser fabricados por diferentes tipos de
técnicas de moldagem por aquecimento, que incluem: injecao, eletrofiacdo e extruséo.
A limitagcdo encontrada para a producéo de materiais a base de termoplasticos esta nas
dimensdes e custos do equipamento necessario para sua manufatura, bem como sua
origem, que muitas vezes ndo ocorre por fontes renovaveis *’.

Com isso, matérias-primas provenientes de recursos naturais sao de grande
interesse a area de pesquisa, pois contribuem ao controle ambiental uma vez que
substituem algumas fibras originadas de derivados petroquimicos. Adicionalmente, a
preparacdo de nanocompositos de matriz polimérica permite em muitos casos encontrar
um compromisso entre o baixo custo, processo de obten¢cdo mais limpo e apds utilizado,
um elevado nivel de desempenho, resultante da sinergia entre os componentes. Sera
descrito a seguir alguns dos principais tipos de polimeros passiveis de serem utilizados
na area da engenharia de tecidos por serem biocompativeis, ndo tdéxicos, nao

imunogénicos e biodegradaveis 18119,
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1.1.1.1 Celulose bacteriana

Dentre os inimeros biopolimeros ja produzidos comercialmente, a celulose
bacteriana pode ser destacada na engenharia de tecidos, pela vantagem de reducéo
dos indices de infec¢cdo durante o processo curativo, assim como resisténcia, pureza e
moldabilidade. Sua alta retencao de agua, elasticidade, porosidade e biocompatibilidade
sdo outras propriedades importantes para que sua utilizacdo seja tao difundida 2°,

As celuloses sao um tipo de polissacarideo, abundantes na biomassa e que,
independentemente da origem, serdo formados por unidades de B-D-glicopironose com
ligagbes B (1-4) glicosidicas, sendo seu monémero constituidos pela repeticdo de duas
unidades de glicose, como exemplificado na Figura 3. Devido a formacdo de uma

estrutura completamente linear a celulose é um material com alta cristalinidade 2.

Figura 3: Estrutura da celulose.

H OH
OH |
H _O

CH,OH

Fonte: Adaptado de %2,

Ja as celuloses bacterianas (CB) sdo produzidas por bactérias ou culturas
bacterianas e, devido a sua origem n&o vegetal, sua estrutura serd desprovida de lignina
e hemicelulose (componentes entrelagcados que interagem fortemente através de
ligacdo covalentes e ndo-covalentes formando a matriz lignocelulésica convencional).
123 Durante sua obtencéo a CB se estrutura na forma de um biofilme e pode ter em sua
composicdo até 99% de agua, sendo os principais géneros de bactérias para sua
obtencdo: Acetobacter, Sarcina ventriculi e Agrobacterium 124,

Para a medicina regenerativa sua importancia se da através de seu facil
manuseio, por apresentar nanoestrutura, propriedades hidrofilicas, possuir baixa

toxicidade, sendo dessa forma um ambiente propicio para que o desenvolvimento de
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novas células ocorra ?°, Sua ampla comercializacdo ocorre no formato de filmes ou
folhas, que podem ser aplicados diretamente no tecido a ser regenerado, sendo

geralmente a regido dérmica a mais difundida, como mostrado na Figura 4.

Figura 4: Folha de Celulose bacteriana para lesdes.
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Fonte: Autor

Sendo a recuperacgédo do tecido 6sseo um dos grandes desafios abordados nesta
tese, a utilizacdo de um material hibrido que facilite a mineralizacdo biomimética é
requerida. Dessa forma, a associacgéo da celulose bacteriana como aditivo com o fosfato
de calcio outras matrizes poliméricas pode ser feita para se assemelhar com a funcéo,

morfologia e estrutura éssea natural 126,

1112 PLA

O poli(acido latico) ou polilactato, € um poliéster alifatico produzido por sintese
guimica a partir do acido latico, que apresenta a propriedade de quiralidade, pois contém
um carbono com quatro ligantes diferentes e sendo encontrado no metabolismo de
muitos seres vivos. Como representado na Figura 5, sua estrutura contém ligacdes éster
flexiveis que podem se degradar em subprodutos ndo toxicos em diferentes valores de
pH. Esse mecanismo de degradacao hidrolitica, que ndo requer a presenca de enzimas
para catalisa-lo, ocorre com a difusdo da agua até o interior do polimero, causando
assim a quebra dessas ligacGes de éster. Com base nos dados disponiveis até o
momento, seu processo de degradacao pode durar de 1 a 2 anos produzindo acido

92



latico, que ocorre naturalmente no metabolismo humano *?’. Devido a isso, tornou-se
um composto muito buscado em aplicacdes medicinais devido as suas latentes

propriedades de biodegradabilidade e biocompatibilidade.

Figura 5: Estrutura do PLA.

N

Fonte: Adaptado de 28,

E um polimero que foi reconhecido e aprovado para aplicacdes em humanos
pelo US Food and Drug Administration (FDA) na década de 1970 e desde entdo vem
sendo utilizado amplamente no desenvolvimento de dispositivos de liberagéo controlada
de farmacos, embalagens alimentares, suturas, placas e implantes. Suas propriedades
termoplasticas garantem sua moldabilidade através de métodos de formagé&o de filmes,
bem como possibilitando seu processamento e reprocessamento por meio da fundi¢cdo
129.

O PLA se tornou uma alternativa sustentavel para substituir polimeros sintéticos,
mas sua comercializagdo apresenta algumas desvantagens que restringem sua
utilizacdo, principalmente envolvendo sua alta taxa de hidrolise, baixa resisténcia
térmica e mecéanica. Na engenharia de tecidos, sua associacdo com componentes
bioativos, tais como fosfatos de célcio, acontece para melhorar tais propriedades. Além
disso, modificar sua composi¢do garante uma melhora em sua taxa de decomposicéo
no meio desejado, que dependera ndo somente das propriedades a nivel molecular,
mas também das propriedades superficiais, porosidade e a presenca de tipos

especificos de aditivos 1.
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1.1.1.3 Alginato

Outro polimero de derivados naturais, com grande versatilidade e também
amplamente utilizado para aplicacdes na engenharia de tecido 6ésseo é o alginato. Sua
composicdo é feita pela combinacdo de mondémeros de &cido gulurénico e acido

manurénico, como exemplificado na Figura 6 32,

Figura 6: Estrutura do alginato.
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Fonte: Adaptado de 31

O alginato é considerado um biopolimero, pois € encontrado em algas marinhas,
sendo sua extracao feita utilizando algas marrons (Phaeophyceae). Dentro desse grupo
as extracdes ocorrem principalmente nas espécies Macrocystis pyrifera, Ascophyllum
nodosum, Laminaria hyperborea, Laminaria digitata e Laminaria japonica, através de
tratamento com solugBes aquosas alcalinas de NaOH. Esse extrato € posteriormente
filtrado e utilizando cloreto de célcio é feita a precipitagéo do alginato, que sera purificado
com acido cloridrico diluido. Sua comercializagéo é feita na forma do sal alginato de
sédio, que quando em contato com 0 meio aquoso pode ser reticulado na presenga de
ions calcio livres em solugdo. Durante a etapa de reticulacdo, os ions célcio substituem
o ion sédio do polimero e cada um desses novos ions adicionados serdo reticulados
com duas porc¢ées de fitas de polimero 2,

A versatilidade para a utilizacdo desse polimero esta nas inUmeras possibilidades e
diferentes etapas de reticulacdo que esse material pode ser submetido, tornando
possivel diferentes estruturacdes, tais como no formato de hidrogéis, microesferas,
microcapsulas, esponjas, fibras e espumas. A utilizacéo de diferentes espécies de algas
torna possivel a producdo de alginatos com diferentes proporcdes de acido
poligulurbnico na estrutura, que por sua vez promove diferentes propriedades aos
compostos associados. Por apresentar também baixa resisténcia mecéanica, as

estruturas de alginato podem ser associadas com fosfatos de calcio e outros compostos
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bioativos, para formacéo de compoésitos poliméricos capazes de mimetizarem estruturas

naturais, tais como o tecido 6sseq 13:133.134,

1.1.1.4 PCL

Embora ndo seja de origem renovavel, como as outras trés matrizes acimas
abordadas, a policaprolactona (PCL) € um polimero também pertencente a familia dos
poliésteres alifaticos e obtido a partir da abertura do anel da €-caprolactona, como
mostrado na Figura 7, sendo um monémero de origem petroquimica. Esse processo
ocorre pela reacdo de oxidagdo de Bayer-Villing partindo da ciclohexanona e sua
producdo néo é considerada de alto custo %.

Figura 7: Estrutura de PCL.

O

Fonte: Adaptado de 3¢,

Por ser hidrofobico e apresentar alta miscibilidade, ou compatibilidade mecénica,
esse composto tem propriedades Unicas de formacgéo de blendas com diversos outros
polimeros, sendo soluvel em varios solventes organicos e ainda ser biocompativel com
0s tecidos vivos. Devido a presenca de ligacbes éster menos frequentes por mondémero,
os fragmentos da cadeia de PCL sao hidrolisados pelo organismo através de enzimas
de maneira mais lenta, mas ndo se acumulam. Com isso, o PCL também possui diversas
aplicacdes em sistemas para liberacéo controlada de farmacos e em regides teciduais,
tais como epidérmicos, musculares, cartilaginosos e 6sseos 3.

A alta hidrofobicidade e taxa de decomposi¢cdo mais lenta tornam-se também
uma desvantagem durante a utilizacdo de PCL, pois sua decomposicdo completa pode
levar cerca de 2 a 3 anos no meio fisiologico, dificultando assim o crescimento celular
187.138 Dessa forma, a modificacdo da superficie e a estrutura de PCL com polimeros
naturais e fosfatos de calcio é crucial para que esse processo de degradacdo aconteca
em uma taxa aceitavel, simultaneamente ao crescimento de uma nova regido tecidual

desejada %,
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1.2 Scaffolds de fosfato de calcio

Como j& exemplificado, a incorporacdo de nanoparticulas inorganicas em matrizes
poliméricas possibilita a formacdo de nanocompdsitos com maior resisténcia mecanica
e estabilidade térmica. Os fosfatos de calcio sdo conhecidos por serem associados com
diferentes tipos de polimeros, sintéticos ou haturais, como abordados na secdo acima.
O aumento dessas aplicacdes tem ocorrido exponencialmente devido a necessidade de
resposta a requisitos almejados por novas tecnologias, melhora no custo-beneficio do
bioproduto final e para permitir sua popularizacdo em procedimentos médico-cirargicos
140,141.

A estratégia mais recente para o desenvolvimento de futuros nanocompdsitos a
serem utilizados como implantes 6sseos esta na fabricacdo de compostos denominados
como Scaffolds 3D, ou andaimes 3D, para suprir as necessidades fisiolégicas
requeridas. Segundo a ciéncia de biomateriais, os Scaffolds desempenham um papel
anico na regeneracao e reparo de tecidos, sendo representado por iniUmeros trabalhos
publicados ao longo das duas Ultimas décadas 142143,

Os scaffolds séo definidos como biomateriais soélidos porosos tridimensionais
projetados para executar fungdes, resumidas na Tabela 1. Para o caso de aplicages
na éarea de enxertia Ossea, espera-se que haja promoc¢do de interacdes
célula/biomateriais (interconectividade), adesdo celular, deposi¢cdo, garantia do o
transporte de nutrientes e da sobrevivéncia, proliferagdo (osteocondugdo) e
diferenciac&o celular (osteoinducéo). E requerido também ser biodegradavel em uma
taxa controlada semelhante ao tecido natural, bem como causar de forma minima
respostas inflamatdrias ou téxicas nos tecidos vivos. Além disso, os Scaffolds oferecem
a oportunidade de alterar as propriedades da superficie de materiais em grau cirdrgico,
gue aumentam a confiabilidade clinica, longevidade, por mimetizarem as propriedades

do tecido onde serdo implantados 4.
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Tabela 1: Resumo das propriedades dos Scaffolds.

Funcéo do Scaffold

Propriedade adequada a funcéo do

Scaffold

Evitar resposta inflamatoria e toxicidade in

Vivo

Biocompativel, atoxico e ndo carcinogénico

Semear elevada quantidade de células

Formato tridimensional

Promover o crescimento de tecidos e 6rgaos

Alta porosidade e alta conectividade entre

poros

Permitir ades&o, proliferacédo e diferenciacéo

celular

Superficie quimica adequada

Conduzir o crescimento do tecido ao longo de

sua estrutura

Tamanho de poros apropriados para permitir

a penetragdo entre as células e

interconectividade

Direcionar as células da matriz extracelular

para a formacao de novo tecido

Orientacgéo certa de fibras dentro do Scaffold

Permitir o movimento de nutriente dentro e

fora do Scaffold

Alta porosidade e interconectividade entre os

poros

Degradacdo do Scaffold com permanéncia

apenas do tecido natural

Taxa de degradacdo do Scaffold atdxica e

nao inflamatéria in vivo

Integridade estrutural in vivo suficiente, como

tensdo mecanica adequada para apoiar o

Propriedades mecéanicas do Scaffold iguais

as do tecido em desenvolvimento

tecido em desenvolvimento de forma a resistir
as forcas in vivo

Fonte: Adaptado de %4,

Entretanto, o maior desafio encontrado na fabricacdo de Scaffolds esta relacionado
ao seu design, principalmente quanto a escolha de suas formas, tamanhos e producao
reprodutivel. Com o progresso da engenharia de tecidos surgiram novas metodologias
gue possibilitam a personalizacdo dos Scaffolds, de acordo com a necessidade do
paciente ©.

Varios métodos tém sido usados e propostos para controlar a porosidade, dimensao
e composi¢cdo de um Scaffold. Como descrito na Figura 8, os principais métodos de
fabricagdo de Scaffolds porosos para enxertia 6ssea encontrados na literatura séo: (a)
lixiviacdo Salina, (b) estruturacdo por espuma, (c) liofilizagdo, (d) eletrofiacéo, (e)
impresséo 3D %, Serédo abordados a seguir com mais detalhes os 2 tipos de métodos

utilizados para o desenvolvimento deste capitulo.
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Figura 8:

Técnicas de obtencdo de Scaffolds: a) lixiviagdo Salina,

estruturacao por espuma, (c) liofilizacdo, (d) eletrofiacdo, (e) impressao 3D.
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1.2.1 Scaffolds por liofilizagao

Dentre os métodos encontrados para fabricagdo de Scaffolds, a liofilizacédo é
conhecida por ser uma técnica simples e pratica para obtencdo das estruturas 3D a
serem implantadas. Esse processo garante o preparo de Scaffolds com poros na faixa
de 20-400 pm de didmetro e pode ser empregado quando os reagentes sdo sensiveis
ao calor, pois o solvente a ser utilizado (agua ou solventes organicos) é congelado para
posterior sublimagéo sob baixa temperatura. Com isso, ndo ha risco de evaporacao ou
decomposi¢cdo de compostos bioativos na matriz polimérica a ser liofilizada. J& o
equipamento responsavel por esse processo, consiste num sistema contendo um
refrigerador, vacuo, um sistema de controle, uma camara de produto e um condensador
6, Para que um Scaffold seja fabricado por liofilizagdo, é requerido 4 etapas, sendo elas:

e Primeira Etapa, pré-tratamento — onde precursores sdo misturados e/ou
funcionalizados com agentes especificos para alcancar ou aprimorar suas propriedades
especificas desejadas, tais como biolégicas e mecanicas. Essas formulacdes

desenvolvidas seguirdo as etapas subsequentes do processo;
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e Segunda Etapa, congelamento — Nessa etapa, 0s precursores tratados poderao
ser colocados em um molde, onde terdo o formato desejado ou apenas colocados de
forma direta em um refrigerador (que pode ser também utilizando nitrogénio liquido). E
fundamental para essa etapa que o material atinja temperatura abaixo do ponto triplo do
das fases sélida, liguida e gasosa do solvente. Essa temperatura é necessaria, pois
garante que a sublimac&o ocorra, sem que derreta no etapas de secagem. E ratificado
que cristais maiores do solvente podem sublimar mais rapidamente e alterar a
temperatura (para cima ou para baixo), durante este processo possibilita a formacéo de
cristais maiores e mais homogéneos. Entretanto, cristais muito grandes podem destruir
a estrutura 3D do Scaffold desejado quando removidos, tem-se assim que essa etapa
de congemento é crucial para o método por liofilizagao.

e Terceira Etapa, secagem primaria — Cerca de 95% de agua ou solvente organico
sdo removidos do material congelado através da sublimacgéo. Essa etapa € considerada
lenta, podendo durar de horas até vérios dias, para manter a integridade do futuro
Scaffold.

e Quarta Etapa, secagem secundaria — Durante a etapa primaria, existem
moléculas remanescentes de solvente que sdo descongeladas. Dessa forma, a
secagem secundaria garante a remocdo completa de solvente e é finalizado com a
interrupcdo de vacuo usando gas inerte.

Seguindo as etapas mencionadas acima, como ilustrado na Figura 9, a técnica de
liofilizagcdo pode fornecer ao Scaffold 3D uma uniformidade de poros, sendo uma

propriedade crucial para que haja a biocompatibilidade necesséaria no meio fisiolégico
146

Figura 9: Esquematizacdo do processo de fabricacdo de Scaffolds 3D por
liofilizacao.
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Fonte: Adaptado de %°.
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Isso facilita o cultivo em seu interior de células, tornando-as mais propensas a se
comportarem de maneira similar, ao invés de diferencialmente nesse ambiente
alternativo. Sera formado assim um ambiente biomimético com textura, que permite uma
melhor infiltracdo de células, difusdo de solutos, nutrientes e oxigénio, bem como maior
remocao de residuos e diminuindo inconsisténcias celulares indesejada na estrutura 3D
147 Além de seguir adequadamente o processo de liofilizacdo, é fundamental que os
reagentes a serem utilizados na fase continua e fase dispersa sejam homogéneos e se
tornem posteriormente homogéneos em uma mistura. Para que isso ocorra de maneira
satisfatéria, fatores fundamentais nesse processo incluem: a concentracdo, massa
molecular (relativa) e origem de polimero, viscosidade da solucéo, tipo de solvente e

quantidade de fase dispersa a ser utilizada 4’.

1.2.2 Scaffolds por impressao 3D

Embora as tecnologias tradicionais de fabricacdo tornem factivel o preparo de
estruturas porosas de um Scaffold 3D Gsseo, elas sao limitadas no fator relacionado ao
controle preciso de sua geometria, que envolve sua orientagdo espacial, conectividade
e forma, por exemplo. Simultaneamente a isso, métodos mais comuns néo séo capazes
de garantir a fabricagcdo de Scaffolds mais robustos, com partes externas mais bem
definidas e com uma personalizagdo individual de acordo com a necessidade do
paciente 8, Com o progresso da engenharia de tecidos surgiram também novas
metodologias que tém sido recentemente desenvolvidas como uma alternativa a esses
métodos mais convencionais, destacando-se assim a técnica de manufatura aditiva 4°.

Atualmente, a manufatura aditiva, também conhecida como impressdao 3D ou
prototipagem rapida, esta recebendo atencéo significativa na Ciéncia dos Biomateriais,
por promover a customizagdo necessaria durante a fabricagdo dos futuros materiais a
serem utilizados na enxertia éssea *°°. Sua utilizacdo para o desenvolvimento de
Scaffolds 3D tem crescido principalmente em areas da salde como medicina e
odontologia, pois sua vasta aplicacao e otimizacdo de biomateriais torna-a uma técnica
promissora para fabricacdo de constructos que podem futuramente ser desenvolvidos
para substituicao de érgaos inteiros.

Os modelos fisicos dos Scaffolds feitos por Impressédo 3D sao desenvolvidos a
partir de dados 3D obtidos de imagens provenientes de tomografia computadorizada
(TC) e ressonancia magnética (RM), tendo sido aplicados com sucesso no planejamento
de procedimentos cirdrgicos, para educacdo e treinamento 1. Dispositivos médicos
customizados, tais como préteses do cranio ou bucomaxilofaciais, guias cirdrgicos e

outros implantes também podem ser produzidos com informagbes provenientes do
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imageamento da area que recebera o implante %2, A partir da obtencédo desses dados
para construcdo do molde 3D é necessario escolher o melhor método de impressao
para sua confeccdo. Dentro da tecnologia de Manufatura aditiva sdo encontradas
inimeras formas de impresséo, tais como estereolitografia (SLA), sinterizagéo seletiva
a laser (SLS), sinterizacdo direta de metal a laser (DMLS), polyjet e filamento fundido

(FDM), como mostrado na Figura 10.

Figura 10: Exemplos de impresséo 3D.
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Fonte: Adaptado de %3

Para o desenvolvimento de alguns dos Scaffold 3D presentes nesse capitulo da
tese, o0 método de impressdo FDM foi escolhido. Sendo consistido em um sistema de
extrusdo, como ilustrado na Figura 11, o biomaterial a ser impresso, inicialmente na
forma de filmes ou filamentos, é aquecido até um estado semissolido e extrudado
através do bico por um sistema pneumatico ou mecénico, para formacéo das camadas
do biomaterial 3D. Esse método ndo requer tratamentos pds impresséo, a obtengédo dos
constructos é relativamente rapida e ha a possibilidade de otimizacao dos filmes e
filamentos precursores 4. Tal possibilidade de otimizacdo que por sua vez tem
proporcionado uma nova plataforma para estudos a serem feitos no que tange ao
desenvolvimento e fabricacdo de Scaffolds 3D e seu aumento em aplicacdes

biomédicas ”.
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Figura 11: Esquematizacdo do processo de fabricacdo de Scaffolds 3D
impressao 3D do tipo FDM.

Aquecedor

Scaffold poroso
por
Impresséo 3D

Fonte: Adaptado de 4,
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2. OBJETIVO

Dada todas as informacdes pertinentes sobre a fabricacao de implantes 6sseos
3D, o objetivo desse capitulo consistiu na obtencao de diferentes Scaffolds 3D utilizando
matrizes poliméricas de alginato, celulose bacteriana, PLA e PCL associadas a fosfatos

de calcio do tipo B-CPP, pelos métodos de liofiliza¢éo e impresséo 3D por extrusao.

Os objetivos especificos incluem:

e Caracterizagao fisico-quimica das matrizes poliméricas precursoras puras;

o Fabricacao e caracterizacao de filmes e filamentos com diferentes
composic¢des para impressao 3D;

e Obtencéo e caracterizacdo de Scaffolds por liofilizacao;

e Otimizagéo dos parametros tecnologicos da impressora 3D para impresséo de
filmes e filamentos;

e Comparacao entre os diferentes Scaffolds 3D obtidos;

¢ Realizacao de testes bioldgicos in vitro.
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3. EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes utilizados
Todos os reagentes utilizados na sintese dos precursores apresentam pureza
analitica e sdo mostrados a Tabela 2. Os reagentes foram utilizados sem nenhum

tratamento prévio, sendo aceita a pureza contida no rotulo.

Tabela 2: Reagentes utilizados capitulo 2.

Reagentes Formula Marca

Alginato de s6dio alta viscosidade  (CsH;OsNa)n Neoquimica

Alginato de sédio baixa viscosidade (CsH7OsNa), Synth

Celulose bacteriana em filme (CeH1005)n Nanoskin
Celulose em pé (CeH1005)n Nanoskin
Cloreto de célcio CaCl, Neoquimica
Cloroférmio CHCI; Synth
Policaprolactona (PCL) (CeH1002)n Sigma
Poliacidolético (PLA) (CsH4O2)n Eastman Plastics

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2 Obtencéo dos filamentos

Um dos métodos empregados para interagir 3-CPP com matrizes poliméricas foi
através da obtencéo de filamentos desses biomateriais. Utilizando a extrusora da marca
MIOTTO (série EM-03-64), foram produzidos filamentos com diferentes composigoes.
Os compdsitos poliméricos foram classificados em: filamentos extrudidos em 195°C de
PLA puro; filamentos extrudidos em 195°C, contendo 10% em massa de B-CPP e 90%
em massa de PLA, (B-CPP/PLA/10); filamentos contendo 10% em massa de celulose
bacteriana em filme picado e 90% em massa de PLA, (CBF/PLA/10); filamentos
extrudidos em 195°C com 10% em massa de 3-CPP, 80% em massa de PLA e 10%
em massa de celulose bacteriana em filme picado com ajuda de uma tesoura, (B-
CPP/PLA/CBF); filamentos extrudidos em 195°C e 175°C, compostos por 10% em
massa de -CPP, 80% em massa de PLA e 10% em massa de celulose bacteriana em
po (B-CPP/PLA/CBP/195 e B-CPP/PLA/CBP/175). Os filamentos fabricados foram

cortados com tamanhos médios de 20 cm apds sua saida do bico extrusor do
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equipamento a 10 rpm e com 1,75mm de didmetro cada, como demonstrado na Figura
12.

Figura 12: Extracéo de filamentos.

Fonte: Autor.

3.3 Obtencéo de filmes

Para determinar a melhor composicéo para fabricacdo do compdésito polimerico a
ser utilizado na bioimpressdo 3D, foi proposto a obtencdo de um filme contendo o
polimero PCL (policaprolactona) como fase continua e o 3-CPP e celulose bacteriana
como fase dispersa. Seu preparo consistiu na total dissolugdo de PCL em um solvente
organico (cloroférmio) e em seguida, a fase dispersa de interesse foi adicionada sob
agitacdo constante para melhor homogeneidade. Os componentes da fase dispersa
foram adicionados e o filme foi secado a temperatura ambiente, formando dessa forma
0 composito proposto. Foram preparados 5 filmes, o 1° contendo apenas PCL puro em
sua composi¢ao; o 2° contendo 5% em massa de -CPP e 95% em massa de PCL (B-
CPP/PCL/5); o 3° com 10% em massa de B-CPP e 90% em massa de PCL (B-
CPP/PCL/10); o 4° COM 15% em massa de B-CPP e 85% em massa de PCL (B-
CPP/PCL/15); e 0 5° composto por 10% em massa de p-CPP, 80% em massa de PCL
e 10% em massa de celulose bacteriana em p6 (3-CPP/PCL/CB/10).
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3.4 Fabricacao de Scaffolds por Impressao 3D

Para fabricacdo dos Scaffolds por manufatura aditiva foi utilizado a bioimpressora
modelo ALLEVI 2, dispositivo de bioimpressdo 3D que constréi tecidos, utilizando a
tecnologia de extrusdo de material liquido gelificante, modelo apresentado na Figura 13.
A extrusdo desse equipamento é controlada por um mecanismo de pressao pneumatica
por meio de uma seringa, utilizando trilhos lineares sobre um sistema de correias, que
atende uma precisdo de até 10um, com sistema duplo de extrusor aquecidos com
temperaturas variando de temperatura ambiente até 160°C. Utilizando os filmes
desenvolvidos na secédo 3.2 foram fabricados Scaffolds com geometria quadrada, com
20 mm de espessura, utilizando uma pressdo de 125 PSI, 120 °C, bico extrusor com
didmetro de 19 Gauge e velocidade de impressdo de 2 mm/s. Os parametros de
impressao utilizado ja sdo conhecidos pelo grupo de pesquisa em trabalhos envolvendo

a utilizacao de PCL para fabricacao de Scaffolds, mas com outras particulas ceramicas
155

Figura 13: Equipamento de bioimpresséo ALLEVI 2.

ALLEV

Fonte: Foto retirada do site do fabricante.
3.5 Obtencéo de Scaffolds por liofilizagao

Os Scaffolds 3D preparados através da técnica de liofilizacdo foram fabricados
utilizando dois tipos de alginato, o de alta e o de baixa viscosidade (denominados pelas

letras A e B respectivamente). Foi utilizado para ambas as matrizes 0 mesmo
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procedimento de preparo e reticulacdo, bem como as mesmas composi¢cdes em massa
de B-CPP. Em um béquer de 250mL foram adicionados 100mL de agua e 3 gramas de
alginato de sédio. O sistema foi mantido sob agitacdo constante em 250 rpm por 30
minutos até total dissolucao da matriz polimérica. Quatro grupos de cada tipo de alginato
foram obtidos: 1°, denominado como Alginato puro, onde néo foi adicionado nada mais
em sua composicdo (AlgPuroA e AlgPuroB); 2° contendo 3 gramas de B-CPP na
composicdo (B-CPP/AlgA/1/1 e B-CPP/AIgB/1/1); 3° com 5 gramas de B-CPP na
composicao (B-CPP/AIgA/3/5 e B-CPP/AIgB/3/5); 4° contendo 6 gramas de B-CPP na
composicao (B-CPP/AIgA/1/2 e B-CPP/AIgB/1/2).

Apo6s misturar as quantidades de B-CPP mencionadas acima, os compositos foram
colocados em uma placa de petri de plastico e congelados em um ultrafreezer a -80°C
por 24h, para em seguida serem liofilizados no equipamento de liofilizagdo da marca
Solab, com bomba a vacuo Edwards, por 4 dias. Depois de secos, cada Scaffold foi
adicionado em uma solugcéo contendo 1,5 mol L de cloreto de célcio (CaCl,), por 3
horas para completa reticulacdo da estrutura polimérica de alginato. Em seguida, o
biomaterial reticulado foi congelado mais uma vez por 24h no ultrafreezer a -80°C e
posteriormente liofilizado. Para as caracterizac¢des fisico-quimicas, os Scaffolds 3D de
alginato foram cortados com um Punch odontolégico de 6mm.

3.6 Caracterizac0es fisico-quimicas

3.6.1 Espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR)

O Espectrofotbmetro de absorcdo na regido do infravermelho médio com
transformada de Fourier - VERTEX 70 da BRUKER com mddulo ATR (Espectroscopia
de absorcdo na regiao do infravermelho médio por meio de reflexdo total atenuada
(cristal de diamante)) foi utilizado para obter informagBes sobre a composicdo dos
compositos obtidos. Sendo empregado uma coleta dos espectros foram realizadas 64

varreduras e uma resolucéo de 4 cm™ no intervalo de 4000 a 400 cm™.

3.6.2 Termogravimetria

O estudo do comportamento térmico dos compdsitos poliméricos sintetizados foi
realizado por analise termogravimétrica no equipamento METTLER TOLEDO SCSTARe

System, com uma taxa de aquecimento de 15 °C min, na faixa de temperatura de 35 a

800 ° C e atmosfera de ar sintético.
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3.6.3 Intumescimento e degradacéo

O grau de intumescimento (Gl) foi determinado pelo método gravimétrico, que
consistiu em incubar os diferentes Scaffolds 3D secos a base de alginato em uma
solucdo especifica e monitorar o peso em funcdo do tempo. O entumecimento foi
estudado em PBS e calculado de acordo com a Equacao (1), onde Mt corresponde a

massa no Scaffold no tempo t e Ms a massa do Scaffold seco .

J = Mt — Ms 100
B Ms x

Equacéo 1

Para avaliar o grau de degradagéo dos Scaffolds, foram separadas aliquotas em
triplicata de cada grupo, pesadas e em seguida colocadas também em PBS (pH 7,4).
Apbs serem retiradas do meio, esses grupos foram liofilizados por 24h e pesados
novamente para comparacdo das massas e sendo utilizado a massa inicial

correspondente a 100%. As amostras foram medidas nos dias 0, 7, 14 e 21.

3.6.4 Ensaios Mecanicos de compressao

Para avaliar as forgas verticais exercidas e a respectiva resisténcia mecéanica dos
Scaffolds 3D obtidos por impressdo 3D e liofilizagdo, foram realizados os ensaios
mecanicos de compressdo, como ilustrado na Figura 14. Devido a diferenca estruturais
das diferentes matrizes poliméricas utilizadas para fabricacdo dos Scaffolds 3D, foram
empregados dois equipamentos para realizagdo dos ensaios mecanicos. Para os
Scaffolds feitos por liofilizacdo foi utilizado o equipamento de teste Instron modelo 5966
(High Wycombe, Buckinghamshire, Reino Unido) e submetido a faixa de compresséo
de 0 a 30 N, com corpos de prova de dimensGes médias de 16 mm de espessura e 2,8
mm de diametro. Ja& para os Scaffolds feitos por bioimpressao 3D os testes foram
realizados em uma maquina universal modelo EMIC DL 2000 e sendo utilizado uma
célula de carga e velocidade de compressao de respectivamente, 5 N e 1,3 + 0,3
mm/min, com corpos de prova de dimens@es médias de 0,4 mm de espessura e 0,9 mm

de diametro.
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Figura 14: Esquema ilustrativo do ensaio de compressao.
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Fonte: Extraido de %7,

3.6.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e espectroscopia

dispersiva por energia de raios X (EDX)

Os Scaffolds preparados foram revestidos com carbono e colocados no
equipamento de microscopia. As medidas foram realizadas em microscépio eletrénico
de varredura, JEOL JSM 7500F, com tensao de aceleracao de 2,0 kV. Essa técnica foi
utilizada para analisar as propriedades morfolégicas, bem como confirmacdo dos
principais componentes encontrado em cada Scaffold 3D preparado. Os filamentos

fabricados também foram analisados através dessa técnica.

3.7 Testes biolégicos in vitro

3.7.1 Resposta de células de linhagem osteoblastica cultivadas sobre os

scaffolds de alginato de baixa e alta viscosidade

Células pré-osteoblasticas da linhagem MC3T3-E1l isoladas da calvéria de
camundongos C57BL/6 foram utilizadas para os experimentos (Colec&o Europeia de
Culturas de Células, comercializado por Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, Alemanha).
As células foram cultivadas até 80% de confluéncia a 37 °C e 5% CO,em meio de cultura
a-MEM completo, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 100 Ul/mL de

penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 2 mmol/L de glutamina e 0,25 g/mL de
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anfotericina B (todos do fabricante Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, EUA).
As células foram subcultivadas por tripsinizacdo (0,25% tripsina, Gibco) até a obtencéo
de quantidade suficiente para realizacdo dos experimentos, os quais foram realizados
com células provenientes das passagens #23 a #26 para os Scaffolds de alginato de
alta viscosidade e passagem #8 para os Scaffolds de alginato de baixa viscosidade.

As diferentes formulagGes de scaffolds porosos foram padronizadas em 6 mm
de didmetro e 5 mm de espessura, desinfectadas a vacuo em etanol 70% (1 h) e lavadas
em solucao tampao fosfato-salina esterilizada (PBS; 0,14 M NaCl, 0,0017 M KH2POy4,
0,003 M KCI, 0,01 M Na;HPO4; pH~7,2; trés vezes por 10 min) *8. Os dois grupos de
Scaffolds foram alocados individualmente em placas de 24 compartimentos (Kasvi, Sdo
José dos Pinhais, PR, Brasil) e incubadas durante a noite em 1 mL de a-MEM completo
a 37 °C e 5% CO,. No dia seguinte, o meio foi aspirado para o cultivo de 5x10*células
em 20 pL de meio completo sobre cada Scaffold. Os Scaffolds feitos a partir da matriz
de alginato de baixa viscosidade foram feitos através de uma monocamada, utilizando
uma placa de adeséo. Para os Scaffolds de matriz de alta viscosidade foram feitos
seedings direitos por cima.

Apoés a etapa de seeding, as amostras foram incubadas por 30 min a 37 °C e 5%
CO. para adesao inicial das células sobre os biomateriais, seguido por adicdo de 1 mL
de meio de cultura completo. Os conjuntos scaffolds-células foram incubados a 37 °C e
5% CO, por até 14 dias para realizacdo dos experimentos descritos abaixo, com
renovacgdo do meio de cultura completo a cada 48 horas.

A viabilidade celular foi avaliada por reagdo fluorimétrica de oxirredugéo
proporcional a atividade metabdlica nos periodos de 1, 7 e 14 dias de cultura. Nesses
periodos, células cultivadas sobre scaffolds (n=8) foram incubadas com reagente
alamarBlue (Invitrogen, Life Technologies) em meio a-MEM sem SFB (1:10) por 3 h a
37 °C e 5% de CO.. Apos este periodo, a fluorescéncia de 100 pL das solugbes foi
determinada com 560 nm de excitacdo e 590 nm de emissdo (Synergy H1, BioTek,
Winooski, VT, EUA). A média de fluorescéncia da formulacdo AlgPuroA e AlgPuroB
(controles) no dia 1 foram consideradas como 100% de viabilidade celular %8,

Viabilidade e proliferacdo de pré-osteoblastos também foram avaliadas por
microscopia de fluorescéncia. Células foram cultivadas sobre scaffolds (n=4) por 1, 7 e
14 dias. Decorridos os periodos, as amostras foram lavadas com PBS e incubadas com
a-MEM sem SFB suplementado com 4 yM de homodimero de etidio-1 (EthD-1) e 2 yM
de Calceina AM (Live/Dead kit de viabilidade/citotoxicidade; Invitrogen, Life
Technologies). Apdés 30 min de incubacdo, as amostras foram avaliadas em

fluorescéncia direta sob magnificacéo de 40x (Leica DM 5500B; Leica, Austin, TX, EUA)
159

110



A capacidade de biomineralizagdo dos Scaffolds feitos por matriz de alginato de
alta viscosidade foi avaliada ap6s 14 dias de cultura de pré-osteoblastos sobre os
scaffolds (n=8) cultivados em meio de diferenciacéo osteogénico composto por meio de
cultura completo suplementado com 5 mM de B-glicerofosfato (Santa Cruz
Biotechnology Santa Cruz, CA, EUA) e 50 ug/mL de acido ascérbico (Fisher Chemical,
NJ, EUA). As células foram fixadas com etanol (70% em &agua; Sigma-Aldrich) a 4 °C
por 1 h e coradas com solucao de Alizarin Red S (40 mM em agua deionizada, pH~4,2;
Sigma-Aldrich) por 15 min sob agitacdo. A coloracao de fundo (background) foi removida
apos cinco lavagens com 1 mL de agua deionizada. Quinhentos microlitros de solucdo
de cloreto de cetilpiridinio (10% em PBS; pH~7; Sigma-Aldrich) a 37 °C foi usada para
solubilizar a matriz mineralizada durante 20 min sob agitacdo, sendo a absorbancia da
solucgéo resultante determinada a 570 nm (Synergy H1). Como as formula¢des contendo
B-CPP apresentam célcio em sua composicao, scaffolds sem células cultivadas (n=6)
foram processados da mesma forma e utilizados como desconto nos valores de
absorbancia para cada grupo e o valor médio da formulagdo ALG (controle) foi

considerado como 100% de formacgdo de matriz mineralizada 1°815°,

3.7.2 Analise dos dados

As imagens de fluorescéncia foram analisadas descritivamente. Os demais
dados foram inferencialmente analisados por meio do software SPSS verséao 26.0 (IBM
Inc., Chicago, IL, EUA). Para cada conjunto de dados foi avaliada a distribuigdo amostral
(Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias (Levene). Para o0 modelo com medidas
repetidas (viabilidade celular), a esfericidade foi avaliada pelo teste de Mauchly e
comparagfes multiplas foram calculadas com o teste de Sidak. Para a ANOVA a um
fator (formag&o de matriz mineralizada), o método de Welch foi aplicado para corre¢éo
das variancias desiguais e comparagfes multiplas calculadas com teste de Games-
Howell. Todas as inferéncias foram feitas considerando significancia pré-estabelecida
de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencéao de filamentos a base de PLA e 3-CPP

A primeira maneira proposta para interacao de B-CPP e producdo de um compdsito
foi através de sua associacdo, na forma de filamentos extrudidos, com uma fase
continua a base de PLA. Para que a fabricacdo desses filamentos fosse feita, foi
escolhida a bioceramica 3-CPP nomeada como B1-liof-1150, obtida e caracterizada no
capitulo anterior, devido a sua maior homogeneidade de particulas e fase cristalina mais
bem definida.

Foi possivel analisar qualitativamente os filmes obtidos, representados nas
Figuras 14 e 15. Seguindo a sequéncia de cima para baixo da Figura 14, tem-se 0s
filamentos de PLA puro, CBF/PLA/10, 3-CPP/PLA/10 e B-CPP/PLA/CBF. Por se tratar
de um polimero termoplastico amplamente utilizado em impressoras 3D por extrusédo, o
filamento de PLA puro foi obtido sem muita dificuldade e tendo apresentado uma alta
transparéncia, devido a auséncia de nenhum outro componente e/ou contaminantes.

Ja para o grupo contendo apenas a matriz polimérica e a celulose em filme
picado foi observado a presenca de grumos escuros ao longo da estrutura do filamento
obtido. Isso ocorreu devido ao inicio da faixa onde se ocorre a perda de agua livre ou
ligada da estrutura de celulose bacteriana, devido a temperatura empregada para tornar
a fase continua de PLA em estado semi-solido (195°C). Esse processo de vaporizagéo
de agua e posterior ressecamento dos filmes picados utilizados é confirmado, por ser
uma etapa que ocorre em média até 150°C, havendo portanto uma variagdo de 45°C
acima desse valor durante o processo de extrusao 1¢°,

No grupo B-CPP/PLA/10 foi constatado a perda de transparéncia do compasito,
guando comparado com o filamento puro, causado pela cor branca da fase dispersa de
B-CPP utilizada. Além disso, ndo foram observadas muitas diferencas morfologicas
visiveis e tracos de decomposicdo da fase dispersa, ja que o fosfato de calcio B-CPP é
um material com alta estabilidade térmica, ndo sendo afetado durante o processo de
aguecimento e posterior extrusao.

O dltimo filamento apresentado na Figura 15 foi o B-CPP/PLA/CBF, uma
combinacédo de B-CPP, PLA e os filmes picados de celulose bacteriana. Embora tenha
sido encontrado ainda a presenca de partes ressecadas de celulose, elas foram
observadas com menor quantidade quando comparada com o filamento CBF/PLA/10.
Foi teorizado que a presenca dos pés de B-CPP tornou possivel a formagdo de uma

camada protetiva em torno dos filmes picados, impedindo que o mesmo fosse afetado

112



pela alta temperatura de extrusdo. Comparado com os demais filamentos, a combinagéo
destes componentes viabilizou a obtengcdo de um material mais retilineo, uma
propriedade importante para garantir o arraste continuo por extrusao do filamento dentro
de sistema de impresséo 3D.

Para além disso, foi observado uma dificuldade operacional de nesses grupos
guanto a oclusdo da maquina extrusora, devido a presenc¢a dos pos finamente divididos
de B-CPP, sendo ja observado uma perda de material durante a tentativa de formagéo
dos filamentos. Devido a baixa resisténcia mecéanica dos materiais ceramicos em geral,
néo foi possivel a utilizagdo de porcentagens maiores do que 10% em massa de (3-CPP
na fabricacéo do filamento, pois acima dessa quantidade o filamento tornava-se pouco
maleavel e muito quebradico. Com o intuito de utilizar tais filamentos em uma
impressora 3D FDM, tais propriedades, que reduzem a condi¢ao termoplastica, ndo sado
desejaveis.

Figura 15: Filamentos de PLA puro, CBF/PLA/10, B-CPP/PLA/10 e pB-
CPP/PLA/CBF.

(PLA puro)

(CBF/PLA/10)

Fonte: Autor.
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Uma alternativa encontrada para evitar esse ressecamento da celulose
bacteriana dentro da matriz polimérica foi a utilizagéo de celulose bacterianas em po,
pois devido a maior area superficial, era esperado uma interacdo maior com a fase
continua. Com isso, foram fabricados os filamentos presentes na Figura 16. De cima
para baixo, sdo encontrados primeiramente os filamentos -CPP/PLA/CBP/195, onde
foram utilizadas as mesmas condi¢gdes de temperatura e composicao dos filamentos de
filmes picados. Nesse grupo de filamentos, entretanto, foram observados ainda a
presenca de celulose decompostas, mas em menor quantidade, quando comparados
com o0s grupos CBF/PLA/10 e B-CPP/PLA/CBF. No entanto, também foram
evidenciados uma baixissima homogeneidade quanto ao diametro, distribuicdo e
maleabilidade desses filamentos, ocorrido possivelmente por essa alta interacdo dos
pos de celulose bacteriana e a matriz PLA.

Outro caminho para avaliar a formacao de filamentos com os pds de celulose
bacteriana de forma reprodutivel foi a diminuicao de temperatura de extrusao, de 195°C
para 175°C e aumento das rota¢des por minuto de 10 para 25. Com isso foram obtidos
0 segundo tipo de filamento da Figura 16, o B-CPP/PLA/CBP/175. Foi o grupo de
filamentos contendo celulose bacteriana que apresentou, visivelmente, a menor
quantidade de componente ressecado. Em contrapartida, ainda foram constatados uma
alta porosidade e deformacdo, bem como uma reducdo acentuada na propriedade

termopléstica do composto, quando comparado com os demais grupos.

Figura 16: Filamentos de 3-CPP/PLA/CBP/195 e B-CPP/PLA/CBP/175.

T

(B-CPP/PLA/CBP/195)

(B-CPP/PLA/CBP/175)

Fonte: Autor.
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4.1.1 Microscopia eletronica de varredura

As micrografias encontradas na Figura 17 serviram para observar e avaliar com
mais precisdo a morfologia nos compositos fabricados através de imagens tiradas
interna e externamente dos filamentos. Como ja evidenciado na se¢ao anterior, a técnica
de microscopia eletrénica de varredura apenas corroborou quanto a homogeneidade
encontrada nos grupos de filamentos PLA puro, CBF/PLA/10, CBF/PLA/10 e [-
CPP/PLA/10 e B-CPP/PLA/CBF. Foi possivel observar para os 3 primeiros grupos uma
superficie com pouco relevo, causados pela uniformidade de distribuicdo dos
componentes presentes em cada um dos compdsitos formados. No filamento B-
CPP/PLA/CBF foi evidenciado a existéncia de certa textura e algumas particulas na
superficie, por ser tratar de um compdsito contendo ndo somente a matriz polimérica de
PLA, mas também folhas de celulose bacterina e nanoparticulas de fosfato de célcio em
sua composicao.

J& nas micrografias dos cortes transversais realizados nos quatro primeiros
filamentos foi constatado certa rugosidade nos filamentos B-CPP/PLA/10 e B-
CPP/PLA/CBF e uma estrutura mais macica para os filamentos de PLA puro e
CBF/PLA/10. A existéncia dessa rugosidade pode ser considerada benéfica, pois o
desempenho de um biomaterial residente fundamentalmente em suas propriedades de
superficie e topografia, para que haja assim um aumento expressivo na proliferacao e
adesdo celular 1, Verificou-se também que o diametro dos filamentos foi préximo a 3
mm, algo esperado e justificavel, por se tratar de um valor de diametro pré-estabelecido
dentro dos pardmetros operacionais do equipamento de extrusdo durante 0 processo
de fabricacao.

Nos grupos (B-CPP/PLA/CBP/195 e (3-CPP/PLA/CBP/175 foi percebido uma
superficie desforme e com inimeros relevos, confirmando informacgdes ja observadas
gualitativamente na secdo anterior também, quanto fabricacdo de um compdsito com
baixa homogeneidade. Devido a falta de propriedade termoplastica e,
consequentemente, serem muito quebradicos, ndo foram obtidas imagens transversais
do interior desses dois grupos de filamento. Outra caracteristica constatada para esses
filamentos foi a presenga de um diametro final inferior ao esperado, quase reduzido

quase pela metade, quando comparado ao didmetro do bico extrusor empregado.
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Figura 17: Micrografias eletronicas de varredura dos filamentos de PLA puro (A e B), CBF/PLA/10 (C e D), B-CPP/PLA/10 (E e F), B-CPP/PLA/CBF
(G e H), B-CPP/PLA/CBP/195 (I) e B-CPP/PLA/CBP/175 (J).

116



4.1.2 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X

Através da espectroscopia dispersiva por energia de raios X, foi determinado o
mapeamento quimico nos compadsitos fabricados a base da matriz polimérica de PLA,
como mostrado na Figura 18. Com excecdo da amostra p-CPP/PLA/CBP/195, os
demais filamentos contendo B-CPP apresentaram além disso o0s principais constituintes
das particulas de fosfatos de calcio (Ca e P). Foi comprovado dessa forma que esse
grupo nao possuia quantidade detectavel de B-CPP, devido a uma baixa
homogeneidade durante o processo de extrusdo, bem como uma sinergia desfavoravel

guanto a utilizacéo de celulose bacteriana em pé para formacao desses filamentos.

Figura 18: Espectroscopia dispersiva por energia de raios X dos filamentos de
PLA puro, CBF/PLA/10, B-CPP/PLA/10, B-CPP/PLA/CBF, B-CPP/PLA/CBP/195
e B-CPP/PLA/CBP/175.
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4.1.3 Espectroscopia na regiédo do infravermelho

Para determinagédo dos principais grupos funcionais encontrados nos filamentos
fabricados, atécnica de espectroscopia naregido do infravermelho foi empregada, como
mostrado na Figura 19. Devido a presenca quase majoritaria de PLA nos filamentos
produzidos, foram encontrados em todos os grupos as bandas caracteristicas desse
polimero, sendo estas: nas regibes em 2940, 1452 e 1361 cm?, atribuidas as
respectivas vibracdes simétricas e assimétricas das ligagcdes CHs; bandas proximas a
1750 cm relacionadas aos alongamentos das ligacdes de C=0 e em 1080 cm™ das
ligacdes C-O 2, As bandas em 750 e 870 cm™ podem ser relacionadas ndo somente
para as regides denominadas respectivamente como correspondentes da fase cristalina
e amorfa da matriz de PLA, mas também para a presenca dos grupos funcionais PO.*

dos compdsitos contendo o componente B-CPP 52163

Figura 19: Espectros na regido do Infravermelho dos filamentos de PLA puro,
CBF/PLA/10, B-CPP/PLA/10, B-CPP/PLA/CBF, B-CPP/PLA/CBP/195 e -
CPP/PLA/CBP/175.
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4.1.4 Termogravimetria

O comportamento térmico dos filamentos fabricados foi avaliado através da técnica
de termogravimetria (TG) e sua derivada (DTG), Figuras 20 e 21 respectivamente. A
partir da andlise dos termogramas, normalizados em relacdo aos pesos iniciais das
amostras, foi observado uma grande perda de massa na faixa de temperatura de 290
até 390 °C para todos os filamentos, correspondente as temperaturas nas quais se inicia
e se termina a decomposicdo por oxidacdo das estruturas presentes na matriz
polimérica de PLA 164,

Apenas para o grupo de filamentos B-CPP/PLA/CBP/195 foi observado uma
separacao de fases dos dois polimeros em sua composicao (CBP e PLA), caracterizado
pela presenca de mais uma etapa de decomposicdo em 450 até 550°C, atribuida a
decomposicdo termooxidativa (pirélise) completa de CBP . Os demais filamentos néo
apresentaram o0 mesmo comportamento, consequentemente por ndo terem atingido
uma condicdo de homogeneidade efetiva de reagentes poliméricos durante a etapa de
mistura na rosca extrusora.

A fim de confirmar ainda mais o parametro relacionado a homogeneidade da
composicdo de cada um desses filamentos, foi avaliado também suas diferencas de
massa residual. Era esperado que o conteddo dos residuos de todos os filamentos
contendo B-CPP fosse de aproximadamente 10%, por se tratar da porcentagem utilizada
durante o processo de extrusdo. Esse valor residual, igual a mesma quantidade em
massa utilizada, seria valida por se tratar do material ceramico com altissima
estabilidade térmica, quando comparada com 0s demais componentes presente no
compésito. Entretanto os percentuais residuais obtidos foram de: 0% para PLA puro,
0,61% para CBF/PLA/10, 3,90% para B-CPP/PLA/10, 4,76% para B-CPP/PLA/CBF,
1,73% para B-CPP/PLA/CBP/195 e 0,04% para B-CPP/PLA/CBP/175. Para os dois
altimos grupos, onde foi empregada a celulose em po para fabricacdo do compdsito,
foram observadas presengas minimas ou estatisticamente nenhuma de B-CPP em
composicao, evidenciando a baixa eficiéncia e interagdo encontrada para formacao de
filamentos homogéneos utilizando estes componentes.

Jé& os filamentos B-CPP/PLA/10 e B-CPP/PLA/CBF foram os compdésitos contendo a
maior quantidade de B-CPP em sua composi¢cdo, contudo sendo este ainda um valor
muito inferior a quantidade tedrica esperada. Foi possivel confirmar com esses
resultados termogravimétricos que esse processo de mistura dos componentes nao foi

0 mais eficaz para uma interacao eficiente e homogénea.
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Figura 20: Analise termogravimétrica dos filamentos de PLA puro, CBF/PLA/10,
B-CPP/PLA/10, B-CPP/PLA/CBF, B-CPP/PLA/CBP/195 e B-CPP/PLA/CBP/175.
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Fonte: Autor.

Sao mostrados na Figura 21 os principais parametros térmicos, verificaveis a partir
das curvas DTG. A derivada das curvas termogravimétricas resultou na confirmacao da
presenca de um intenso evento térmico. Situado entre 290 a 390°C, esse evento €
caracteristico da Unica etapa de degradacdo de PLA, consistido pela quebra das
ligagBes poliéster, através da pirolise e com a liberacdo de H,O, CO; e acidos
carboxilicos 1. Para o filamento B-CPP/PLA/CBP/195 também foi observado um evento
térmico préximo a 550°C, ocasionado pela pirélise de celulose bacteriana em pé. Tal
evento s6 pbde ser confirmado devido & presenca de celulose em p6 em uma
quantidade detectavel nesse grupo de filamentos.

Nas linhas sobrepostas dos filamentos B-CPP/PLA/10 e B-CPP/PLA/CBF foi
observado um deslocamento dessas curvas de DTG, causado por uma leve mudanca
no perfil degradativo das matrizes de PLA. Sendo os dois filamentos com maiores
guantidades em massa de B-CPP, foi constatado que esse composto ceramico retardou
ligeiramente o inicio da degradacdo de PLA, quando comparado com os demais

filamentos, devido a sua alta estabilidade térmica.
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Figura 21: 12 Derivada da curva termogravimétrica dos filamentos de PLA puro,
CBF/PLA/10, B-CPP/PLA/10, B-CPP/PLA/CBF, B-CPP/PLA/CBP/195 e p-
CPP/PLA/CBP/175.
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Fonte: Autor.

4.1.5 Ensaios Mecanicos

Na Figura 22 sdo mostradas as curvas de tensdo-deformacao, através dos
testes de flexdo realizados nos filamentos obtidos. Foi demonstrado nos
resultados um comportamento fragil, onde todos os grupos se quebraram
facilmente, mesmo na fase elastica. Para esses compdsitos foi observado um
dominio plastico praticamente inexistente, sem fase de escoamento, indicando
sua baixa capacidade de absor¢édo em deformagfes permanentes.

Constatou-se que a adi¢cdo das nanoparticulas de B-CPP promoveram um
aumento na rigidez do compdsito, principalmente nos grupos contendo a maior
guantidade dessa bioceramica em massa (B-CPP/PLA/10 e B-CPP/PLA/CBF). Com
isso, foi confirmado que com o0 aumento da concentragcéo de B-CPP durante sua
incorporagcdo na matriz polimérica restringiu a mobilidade das cadeias

poliméricas, causando assim esse aumento na rigidez dos compésitos 16,
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Figura 22: Ensaio mecanico de compressao dos filamentos de PLA puro,
CBF/PLA/10, B-CPP/PLA/10, B-CPP/PLA/CBF, B-CPP/PLA/CBP/195 e p-
CPP/PLA/CBP/175.
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Fonte: Autor.

4.1.6 Consideracfes entre os filamentos

Foi confirmado a obtencdo de compdsitos a base de matriz polimérica de PLA
através da técnica de extrusao de filamentos. Entretanto, o desafio encontrado durante
a utilizacdo desse método foi alcancar a homogeneidade desejada, sendo em teoria
contendo 10% em massa de B-CPP e 10% em massa de celulose bacteriana. Nas
caracterizacoes fisico-quimicas realizadas, constatou-se que essas concentracdes ndo
foram atingidas, consequentemente causadas por uma mistura pouco efetiva durante a
etapa de extrusao.

Embora o maior objetivo na associac&o de celulose bacteriana fosse para promover
um aumento das propriedades curativas do compdésito polimérico com B-CPP, foi
observado que esse biopolimero pode ser considerado um limitador para que o
filamento seja fabricado. A celulose bacteriana utilizada, tanto no formato de p6é quanto
em filmes picados, acarretou a formacao de filamentos pouco homogéneos e muito
guebradicos, tornando inviavel sua manufatura em larga escala.

Para além disso, o intuido da fabricacdo desses filamentos estava associado
diretamente quanto a sua aplicacdo em uma impressora 3D FDM. Contudo, devido a

formacdo de um compdsito com comprimento maximo de apenas 20 cm, ndo foram
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possiveis os primeiros testes de fabricacdo de um Scaffold 3D em uma impressora

convencional desse modelo.

4.2 Obtencéao de filmes polimeros de PCL e B-CPP

A segunda forma estabelecida para interacdo de B-CPP e producdo de um
composito foi através de sua associacdo, na forma de filmes, com uma fase continua a
base de uma matriz polimérica de PCL. Para que a sintese dos filmes fosse feita, foi
escolhido também a biocerdmica denominada como B1-liof-1150, descrito no capitulo
anterior. Através de uma analise qualitativa, foram feitos os primeiros registros dos
filmes obtidos, representados na Figura 23, sendo estes: PCL puro, B-CPP/PCL/5, B-
CPP/PCL/10, B-CPP/PCL/15 e B-CPP/PCL/CB/10.

Os 4 primeiros filmes obtidos, contendo apenas os componentes PCL e B-CPP
em diferentes propor¢des, apresentaram um aspecto homogéneo e muito similar entre
si. Com o intuito de promover ainda mais as propriedades curativas e de
biocompatibilidade desse composito, foi proposto novamente a adicdo de celulose
bacteriana, dessa vez apenas no formato de p6. Contudo, devido a insolubilidade de
CB, tanto em meios polares como apolares, houve a formag&o de um agregado desse

componente, como expressado no filme B-CPP/PCL/CB/10 (Figura 23E).

Figura 23: Filmes de PCL puro (A), 8-CPP/PCL/5 (B), B-CPP/PCL/10 (C), B-
CPP/PCL/15 (D) e B-CPP/PCL/CB/10 (E).

Fonte: Autor
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4.2.1 Microscopia eletronica de varredura

Através da microscopia eletrénica de varredura, aspectos quanto a morfologia
de superficie desses filmes foi analisada, como mostrado na Figura 24. Foi observado
que o filme de PCL puro apresentou certa textura, causadas pela evaporacdo do
solvente organico utilizado. Com o aumento na quantidade de B-CPP na composicao
dos demais filmes, percebeu-se também um aumento progressivo na quantidade de
particulas na superficie dos filmes B-CPP/PCL/5, B-CPP/PCL/10 e B-CPP/PCL/15
respectivamente. E para o filme B-CPP/PCL/CB/10, contendo CB, foi observado a
presenca de alguns aglomerados, atribuidos a presenca de particulas de CB.

Figura 24: Microscopia eletronica de varredura dos filmes de PCL puro (A), B-
CPP/PCL/5 (B), B-CPP/PCL/10 (C), B-CPP/PCL/15 (D) e B-CPP/PCL/CB/10 (E).

Fonte: Autor.
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4.2.2 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X

A presenca dos principais elementos encontrados nos cinco filmes sintetizados foi

feita através da analise de EDX, como mostrado na Figura 25. Em todas os grupos foram

encontrados os principais elementos presentes na estrutura polimérica de PCL. No

entanto, foi observado que com o aumento da quantidade de B-CPP foi possivel

observar o surgimento e intensificacdo dos sinais atribuidos aos elementos P e Ca no

espectro, caracteristico dos compostos fosfocalcicos.

Figura 25: Espectroscopia dispersiva por energia de raios X dos filmes de PCL
puro (A), B-CPP/PCL/5 (B), B-CPP/PCL/10 (C), B-CPP/PCL/15 (D) e B-

CPP/PCL/CB/10 (E).
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4.2.3 Espectroscopia na regiéo do infravermelho

Para determinacdo dos principais grupos funcionais encontrados nos filmes
fabricados, a técnica de espectroscopia na regido do infravermelho foi empregada. Na
Figura 26 € observado para todos os grupos de filme as presenca de bandas
caracteristicas presente no polimero PCL (policaprolactona), sendo estas: bandas em
2940 e 2860 cm? atribuidas as vibracdes de CH,, assimétrica e simétrica
respectivamente; uma banda intensa em 1726 cm relacionada ao grupo funcional
carbonil (C=0) e bandas em 1163, 1240 e 1298 cm™ associadas com as ligaces C-O-
C 167.

S&o encontradas ainda outras bandas que podem ser associadas ao composto -
CPP adicionado, sendo essas; em 500, 580, 930 e 970 cm™ para o grupo funcional PO4*
52; uma banda em 720 cm™ atribuidas para as ligacées O-P-O e na regido de 1000 a
1100, bandas associadas para a ligacdo P=0 &. Como mostrado na imagem dos filmes
sintetizados, a celulose bacteriana ndo se misturou homogeneamente aos demais
componentes do filme B-CPP/PCL/CB/10, dessa forma suas bandas caracteristicas na

espectroscopia ha regiao do infravermelho ndo puderam ser encontradas.

Figura 26: Espectroscopia na regido do infravermelho dos filmes de PCL puro,
B-CPP/PCL/5, B-CPP/PCL/10, B-CPP/PCL/15 e B-CPP/PCL/CB/10.
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4.2.4 Termogravimetria

A técnica termogravimétrica foi empregada para determinar e comparar o
comportamento térmico dos filmes feitos, sumarizados na Figura 27. Para todos os
filmes houve uma intensa perda de massa na faixa de temperatura de 290 até 460°C.
Por se tratar de filmes contento PCL quase predominantemente em sua composi¢ao,
essa regido de perda de massa j4 era esperada, pois € condizente com a decomposicéo
de matrizes a base de PCL 1%,

Foi encontrado uma massa residual semelhante ao proposto para os quatro
primeiros filmes fabricados, sendo 1,40% para o filme de PCL puro, 4,87% para -
CPP/PCL/5, 11,80% para B-CPP/PCL/10 e 16,61% para B-CPP/PCL/15. Pode ser
confirmado assim a homogeneidade desses grupos obtidos, um fator crucial para que
esses compositos possam ser utilizados para a fabricagdo de Scaffolds em uma
composigcao conhecida. Entretanto para o filme B-CPP/PCL/CB/10 foi obtida uma massa
residual de 1,89%, diferente do valor préximo a 10% esperado, que pode ser atribuido
a dificil homogeneidade encontrada para formacdo de um filme contendo os trés

componentes, devido a baixissima solubilidade das celuloses bacterianas em geral.

Figura 27: Termogramas dos filmes de PCL puro, B-CPP/PCL/5, B-CPP/PCL/10,
B-CPP/PCL/15 e B-CPP/PCL/CB/10.
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Representados na Figura 28, pode ser observado o gréfico de derivadas das
curvas termogravimétricas (DTG) contidas na Figura 25. Foi constatado a presenca de
apenas um evento térmico para os 5 filmes analisados. Esse evento térmico, situado
entre 390 a 415 °C, é caracteristico da Unica etapa de degradacdo de PCL e é
consistido, assim como para a matriz de PLA também ja analisada por termogravimetria,
pela quebra das ligacdes poliéster, através da pirolise e com a liberacdo de H,0, CO;
165.

Para o compésito B-CPP/PCL/15, que conteve dentre os demais filmes a maior
quantidade de B-CPP em composicéo, foi observado um leve deslocamento do evento
térmico de decomposi¢cdo da matriz de PCL. Esse retardo, neste caso de quase 20°C
na temperatura de degradacao, ocorreu mais uma vez devido a essa grande quantidade
em massa deste componente bioceramico no filme preparado. Com o aumento da
fracdo de B-CPP aumentou-se também, por consequéncia, a estabilidade térmica da
matriz polimérica na qual foi associado.

Figura 28: Primeira derivada dos termogramas dos fiimes de PCL puro, -
CPP/PCL/5, B-CPP/PCL/10, B-CPP/PCL/15 e B-CPP/PCL/CB/10.
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Fonte: Autor.
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4.2.5 Consideragdes entre os filmes

Nessa secéo foi possivel confirmar a viabilidade de fabricacdo e caracterizacéo
de filmes a base de PCL contendo outros biomateriais, tais como B-CPP e celulose
bacteriana em pé. Entretanto, através das andlises realizadas, foi observado uma baixa
interacdo de celulose bacteriana com o0s demais compostos, 0 que limitou sua
homogeneidade ao longo do filme desenvolvido. Dessa forma, esse grupo foi
descartado para continuidade e apenas os compgésitos 3-CPP/PCL/5, B-CPP/PCL/10 e
B-CPP/PCL/15 e a matriz de PCL pura foram utilizados na etapa de preparo dos
Scaffolds 3D.

Devido a baixa temperatura necessaria para moldagem das cadeias poliméricas
de PCL, os filmes a base dessa matriz sdo ideais para serem testados posteriormente
em bioimpressoras 3D, que atingem temperaturas mais amenas de extrusdo (até
120°C). Com isso, os 4 filmes com melhor homogeneidade e composig¢ao definida foram
testados pela técnica de manufatura aditiva, através do equipamento de bioimpressao
3D ALLEVI 2.

4.3  Scaffolds 3D feitos por Impressao 3D utilizando filmes a base de PCL

Como mostrado na Figura 29 A, foi feita a andlise qualitativa inicial dos
compasitos obtidos pela impressora ALLEVI 2. O Scaffold 3D da esquerda foi obtido a
partir dos filmes de PCL puro, o Scaffold 3D da direita feito com filme B-CPP/PCL/5 e 0
terceiro no centro, fabricado a partir do filme de 3-CPP/PCL/10. Esses trés grupos de
Scaffolds 3D foram obtidos de maneira satisfatéria através dos mesmos parametros
operacionais de temperatura e pressdo. Notou-se, entretanto, que com o aumento da
quantidade de B-CPP na composi¢édo houve também uma menor expansao polimérica
de PCL ap0s a extrusdo. Foi constatado com isso que a presenca da bioceramica tornou
os Scaffolds 3D mais rigidos ¢,

Esse ganho de rigidez, bem como uma maior estabilidade térmica fez com que
os demais filmes de B-CPP/PCL/15 ndo pudessem ser impressos, como apresentado
no material residual formado durante a tentativa de impressdo desse compdésito na
Figura 29 B. Os parametros operacionais usados nos trés grupos antecessores nao
foram suficientes para que houvesse uma extrusao efetiva, como isso fez-se necessario
0 aumento da temperatura e pressado que causou a decomposicdo de parte da matriz

de PCL. Com as estruturas poliméricas comprometidas, a propriedade termoplastica
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necessaria para que o processo de extrusao ocorresse também foi perdida, impedindo

com isso que o Scaffold 3D fosse fabricado.

Figura 29: (A) Scaffolds 3D feitos a partir de PCL puro, B-CPP/PCL/5 e -
CPP/PCL/10; (B) Residuos da tentativa de impressao de B-CPP/PCL/15.

Fonte: Autor.

4.3.1 Microscopia eletronica de varredura

Através da técnica de microscopia eletrbnica de varredura foi feita a andlise
quanto a morfologia encontrada nos biomateriais obtidos, representados na Figura 30.
Nao foi possivel avaliar a superficie completa do compésito por MEV devido a dimenséao
dos Scaffolds 3D fabricados, com isso as imagens obtidas foram apenas de areas
pontuais da segunda camada extrudida dos compésitos e do material residual de B-
CPP/PCL/15.

Para o Scaffold 3D de PCL puro foi observado uma superficie lisa. J& com
aumento da quantidade da biocerdmica em composicdo foram vistas
consequentemente uma maior presenca de particulas de B-CPP fundidas na matriz
polimérica. Na escala micrométrica sdo encontrados nos grupos B-CPP/PCL/5 e B-
CPP/PCL/10 particulas dispersas dentro de PCL sem éreas visiveis de aglomeracéao.
Essa distribuicdo é condizente para um biomaterial em potencial, pois é relatado na
literatura que uma arquitetura efetiva de Scaffolds 3D, a serem aplicados ha
regeneracdo de tecidos, pode ser alcancada ja& em escala de micron %, J4 nas

micrografias feitas dos residuos do composito -CPP/PCL/15, encontrados na Figura 30

130



B, foram constatados a presenca uma menor homogeneidade, bem como de

aglomerados de particulas, possivelmente pertencentes a bioceramica de B-CPP.

Figura 30: Micrografias eletronicas de varreduras dos Scaffolds 3D feitos de PCL
puro (A), B-CPP/PCL/5 (B), B-CPP/PCL/10 (C) e o residuo do compdsito (-
CPP/PCL/15 (D).

Fonte: Autor.

4.3.2 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X

Com a espectroscopia dispersiva por energia de raios X foram determinados os
principais constituintes dos Scaffolds 3D obtidos, representados na Figura 31. Com o
aumento da porcentagem de 3-CPP, observou-se o surgimento de sinais atribuidos aos
principais elementos das biocerdmicas de fosfato de célcio (Ca e P) junto com os sinais
da matriz polimérica de PCL (C e O).

A natureza quimica dos aglomerados encontrados nas micrografias do
composito residual B-CPP/PCL/15 puderam ser confirmadas também através dessa
técnica. Como observado dos espectros, esse material residual foi o que conteve maior

quantidade de sinais atribuidos aos elementos P e Ca, condizentes com a grande
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guantidade de bioceramica em massa adicionada na etapa de fabricacdo dos filmes

precursores.

Figura 31: Espectroscopia dispersiva por energia de raios X dos Scaffolds 3D
feitos de PCL puro, B-CPP/PCL/5, B-CPP/PCL/10 e o residuo do composito 3-
CPP/PCL/15.
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Fonte: Autor.

4.3.3 Termogravimetria

Os resultados de comportamento térmico utilizando a técnica termogravimetria
foram feitos e expressados na Figura 32. Estes termogramas obtidos dos Scaffolds 3D
sdo condizentes com a mesma decomposicdo térmica caracteristica da matriz
polimérica de PCL, bem como as porcentagens residuais proximas as das massas de
B-CPP adicionadas nos filmes precursores %, As massas residuais foram de 1,23%
para o Scaffold 3D de PCL puro, 4,10% para 3-CPP/PCL/5, 10,74% para 3-CPP/PCL/10
e 16,51% para os residuos do filme precursor 3-CPP/PCL/15. Essa semelhanca de
valores remete a uma boa homogeneidade dos componentes durante o aquecimento e

fundicdo de PCL na etapa de extrusdo e impresséo.
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Figura 32: Termogramas dos Scaffolds 3D feitos de PCL puro, B-CPP/PCL/5, -
CPP/PCL/10 e o residuo do compésito -CPP/PCL/15.
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Fonte: Autor.

Na Figura 33 foi comparado as derivadas dos termogramas dos Scaffolds 3D
obtidos, bem como o do compésito residual de B-CPP/PCL/15. Assim como os filmes
precursores, foi visto a presenca de um Unico evento térmico para todos os grupos de
Scaffolds 3D, entre 390 a 415 °C, devido a Unica etapa de degrada¢édo completa de PCL
165 OQutro comportamento similar encontrado foi no deslocamento desse evento térmico
no compasito residual de B-CPP/PCL/15, causado pela alta porcentagem de B-CPP em
COMposigao.

Figura 33: Derivada dos termogramas dos Scaffolds 3D feitos de PCL puro, -
CPP/PCL/5, B-CPP/PCL/10 e o residuo do compdsito B-CPP/PCL/15.
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4.3.4 Consideragdes os Scaffold 3D por Impressao 3d obtidos

Através de filmes precursores a base de PCL foram obtidos com éxito os
Scaffolds 3D feitos de PCL puro, p-CPP/PCL/5, B-CPP/PCL/10. Foram observados para
esses grupos uma alta homogeneidade de componentes, tornando possivel que um
biomaterial fosse fabricado com composi¢cdes conhecidas e similares as pré-
estabelecidas durante seu preparo. A bioimpressora 3D ALLEVI 2 proporcionou
inicialmente um resultado satisfatorio quanto a formacao de um Scaffold 3D feito com
duas camadas de biomaterial extrudido de maneira pouco laboriosa. Isso torna possivel
uma reproducéo factivel de compositos contendo a matriz polimérica de PCL associada
a bioceramica de B-CPP.

Devido a sua propriedade termopléastica, a matriz de PCL ap6s derretida e depois
resfriada, péde ter a integridade de suas cadeias poliméricas reestabelecida, fazendo
com que sua temperatura de decomposicdo néo fosse alterada. Em contrapartida, a
utilizacao de uma alta quantidade em massa de B-CPP (cerca de 15%) foi a responsavel
por um aumento na estabilidade térmica dessa matriz, que por consequéncia se tornou
um limitador para fabricagdo de Scaffolds com essas concentragfes de bioceramica na
bioimpressora 3D.

De forma geral, apenas os Scaffolds -CPP/PCL/5 e B-CPP/PCL/10 foram os
mais promissores e suscetiveis a serem testados e comparados posteriormente em
analises citotoxicolégicas com outros tipos de Scaffolds. Contudo, devido a
intensificacdo das condicbes operacionais para impressdo dos compdsito B-
CPP/PCL/15 a bioimpressora ALLEVI 2 foi avariada, impedindo assim o

desenvolvimento de mais Scaffolds 3D por filmes de PCL.

4.4  Scaffolds 3D feitos por liofilizacdo a base de alginato

O terceiro tipo de compésito foi preparado utilizando as bioceramicas de p-CPP,
sintetizadas no capitulo anterior, através de sua associacdo com a matriz polimérica de
alginato de sdédio. Para avaliar essa sinergia, foram desenvolvidos quatro tipos de
Scaffolds 3D com diferentes quantidades de B-CPP e separados em dois grupos, o
primeiro sendo empregada uma matriz de alginato de alta viscosidade (denominado por
A) e o segundo contendo uma matriz alginato de baixa viscosidade (denominado por B).
ApOs o preparo dos oito tipos de Scaffolds foi possivel sua personalizagdo com ajuda
de um Punch odontolégico sem muito esfor¢o e qualitativamente pdde ser observado

que o aspecto dos diferentes compdsitos € muito similar (Figura 34).
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Figura 34: Scaffolds de AlgPuroA (B), AlgPuroB (B), B-CPP/AIgA/1/1 (C), B-
CPP/AlgB/1/1 (D), B-CPP/AIgA/3/5 (E), B-CPP/AIgA/1/2 (G) e B-CPP/AlgB/1/2

(H).

Fonte: Autor.

4.4.1 Microscopia eletrdnica de varredura

Apresentado na Figura 35, foram feitas, através da microscopia eletrdnica de
varredura, as analises morfolégicas e comparativas dos dois grupos de Scaffolds de
alginato fabricados. Foi observado nos Scaffolds 3D de AlgPuroA e AlgPuroB uma alta
interconectividade de poros, propriedade fundamental para um processo de
vascularizagdo e transporte de nutrientes efetivo, como relatado pela literatura 17°.

Utilizando uma magnificagdo maior, foram vistos nos dois grupos com
concentracdo 1:1 aglomerados atrelados a estrutura polimérica de alginato,
possivelmente devido a presenca das bioceramicas de B-CPP. Além disso, outros
cristais na superficie do compésito foram encontrados, podendo ser atribuidos a algum
tipo de composto residual como por exemplo sodio, presente na composicao da matéria
prima. Para os grupos com concentracdo 3:5 e 1:2 foi verificado uma densificagéo das
estruturas poliméricas da fase continua.

Com esse aumento gradativo da concentracdo das bioceramicas pbéde ser
constatado uma distribuicdo menos suave e homogénea ao longo da matriz polimérica.
Ainda assim, pode ser confirmado que as bioceramicas de B-CPP foram incorporadas
com sucesso nos hidrogéis a base de diferentes alginatos para fabricacdo dos Scaffolds
3D. E o surgimento de aglomerados tenha ocorrido inevitavelmente devido a escala

nano e micro dessas particulas .
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Figura 35: MEV dos Scaffolds de AlgPuroA (B), AlgPuroB (B), B-CPP/AlgA/1/1 (C), B-
CPP/AIgB/1/1 (D), B-CPP/AIgA/3/5 (E), B-CPP/AIgA/1/2 (G) e B-CPP/AIgB/1/2 (H).
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Fonte: Autor.




4.4.2 Espectroscopia dispersiva por energia de raios X

Na Figura 36 esta representado o mapeamento quimico dos Scaffolds de
alginato através da técnica de espectroscopia dispersiva por energia de raios X. Os
principais elementos encontrados para os Scaffolds 3D de AlgPuroA e AlgPuroB foram
atribuidos aos picos de oxigénio, cloro, sodio e céalcio caracteristicos da composicao
da matriz polimérica de alginato de sédio reticulada com uma solugéo salina de cloreto
de calcio. Ressalta-se que na andlise de EDX da matriz pura foram observados apenas
0s picos atribuidos ao elemento célcio, mas ndo ao pico atribuido ao fosforo, devido
ainda a auséncia de B-CPP na composicéo do Scaffold 3D.

Os cristais encontrados nos grupos 1:1, mencionados na se¢ado anterior de
MEV, puderam agora ser definidos como pertencentes ao cloreto de sédio residual nos
Scaffolds 3D. Embora o préprio alginato de sodio contenha ions de sddio, a maioria
desses ions foi substituida por ions célcio durante a reticulagdo, formando o cloreto
de calcio (NaCl) como subproduto residual que deveria ser dissolvido na solugéo
aquosa utilizada 2. A presenca desses picos atribuidos ao elemento sédio ja ndo
foram observados nos grupos 3:3 e 1:2. Para esses dois Ultimos grupos, iniciou-se o
aparecimento do sinal relacionado ao elemento fésforo na composigéo, corroborando
para a surgimento de uma quantidade detectavel da bioceramica de B-CPP na

estrutura 3D.
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Figura 36: Espectroscopia dispersiva por energia de raios X dos Scaffolds de
AlgPuroA (B), AlgPuroB (B), B-CPP/AlgA/1/1 (C), B-CPP/AlgB/1/1 (D), B-
CPP/AIgA/3/5 (E), B-CPP/AIgA/1/2 (G) e B-CPP/AIgB/1/2 (H).
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Fonte: Autor.
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4.4.3 Termogravimetria

Pela analise dos termogramas encontrados na Figura 37 foi feita a comparacao
dos diferentes Scaffolds 3D utilizando a matriz alginato de alta viscosidade. Foram
observados para todos 0s grupos uma perda de massa na faixa de temperatura de 30
a 250°C, relacionada a evaporacdo de agua da estrutura polimérica. Apesar das
amostras estarem secas antes do teste, o alginato de sodio € um composto
hidroscépico, que por sua vez pode ter absorvido moléculas de agua do ar antes da
realizacdo da analisel”.

Outra perda de massa encontrada nestes Scaffolds ocorreu de 250 a 350°C,
atribuida ao complexo processo de degradacgéo dos polissacarideos 4. De 350°C até
proximo de 650°C foi observado uma ultima etapa de a decomposicédo, resultante da
decomposicdo de carbonato de sédio . Comparando os trés grupos foi constatado
uma maior estabilidade térmica com o aumento gradativo da quantidade de 3-CPP em
composicao, atribuida por sua alta estabilidade térmica intrinseca e forte interacéo de
particulas na matriz de alginato 7.

Considerando que as proporc¢des utilizadas de 3-CPP para a matriz de alginato
foram de 1:1, 3:5 e 1:2, eram esperados que os valores de massa residual fossem
correspondentes ao valor residual encontrado para a matriz pura somados com a
respectiva proporcdo de bioceramica adicionada. Assim, foi encontrado na
decomposicdo de AlgPuroA uma massa residual de 23,08%, condizente com a
literatura 1’7 e fazendo com que os valores tedricos esperados dos 3 grupos de
compositos fossem de 46% para a proporgdo 1:1, 61% para 3:5 e 69% para 1:2.

Na pratica foram observadas as seguintes massas residuais: 54,36% para [3-
CPP/AlgA/1/1, 60,18% para B-CPP/AIgA/3/5 e 68,51% para p-CPP/AlgA/1/2. Essa
semelhancga de valores residuais tedricos e praticos estdo relacionados com a alta
homogeneidade durante a fabricacdo dos hidrogéis de alginato contendo B-CPP,
fundamental para a obtencdo de um biomaterial com composi¢cdo confiavel e

conhecida.
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Figura 37: Termogramas dos Scaffolds de AlgPuroA, B-CPP/AIgA/1/1, B-
CPP/AIgA/3/5 e B-CPP/AIgA/1/2.
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Fonte: Autor.

As medidas termogravimétricas foram realizadas similarmente para 0s grupos
formados a partir da matriz de alginato de baixa viscosidade, como ilustrado na Figura
38. As trés perdas de massa caracteristicas da estrutura do alginato também foram
encontradas, sendo estas de 30 a 250°C, de 250 a 350°C e de 350°C até 650°C.
Contudo a porcentagem residual de AlgPuroB foi de 21,88%, um pouco mais de 1%
de diferenga quando comparado com o Scaffold de AlgPuroA.

A partir disso, o0s valores tedricos esperados para 0s demais compadsitos seriam
de aproximadamente 44% para a proporcédo 1:1, 58,66% para 3:5 e 66% para 1:2. Os
respectivos resultados experimentais foram de 63,11% para 1:1, 68,72% para 3:5 e
72,66% para a proporgcao 1:2. Como observado, as massas residuais tedricas e
praticas ndo coincidem, levando a hipétese que parte da matriz de alginato de baixa
viscosidade foi possivelmente degradada pelo meio reacional durante sua mistura com
a bioceramica de B-CPP. Com isso, a quantidade de particulas de B-CPP tornou-se
maior, 0 que resultou por sua vez na formacdo de compdsito com proporcdes

diferentes da proposta.
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Figura 38: Termogramas dos Scaffolds de AlgPuroB, B-CPP/AlgB/1/1, B-
CPP/AIgB/3/5 e B-CPP/AlgB/1/2.
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Fonte: Autor.

Contidas na Figura 39 estdo as curvas derivadas dos termogramas da Figura
36. Os trés eventos térmicos encontrados para o Scaffold 3D de AlgPuroA condizem
com o que € encontrado na literatura: quanto a perda de umidade, degradacdo das
estruturas polisacaridicas e decomposicéo de carbonato de sédio 178

Os dois eventos térmicos iniciais foram encontrados nas mesmas faixas de
temperatura para os trés grupos fabricados. Embora os compdsitos derivados tenham
apresentado maior estabilidade térmica nas curvas de TG, foi constatado um
deslocamento para temperaturas mais baixas onde ocorre o0 3° e Ultimo evento térmico.
Este que por sua vez ocorreu proximo a 500°C para o grupo B-CPP/AIgA/1/1 e para -
CPP/AIgA/1/2 e B-CPP/AIgA/3/5 esse evento iniciou-se proximo a 550°C. Isso pode ter
ocorrido devido a uma possivel formacdo de subprodutos menos estaveis que o
carbonato de sddio (Na>.COs), durante o processo de mistura dos componentes para
fabricacéo de B-CPP/AIgA/1/1.
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Figura 39: Derivadas dos termogramas dos Scaffolds de AlgPuroA, g-
CPP/AIgA/1/1, B-CPP/AIgA/3/5 e B-CPP/AIgA/1/2.
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No gréfico da Figura 40 foram reportadas as curvas derivadas dos
termogramas obtidos para os Scaffolds feitos a partir da matriz de alginato de baixa
viscosidade. Nessas curvas foram observados a presenca dos mesmos trés eventos
térmicos associados decomposicao do alginato. Sendo estes: de evaporacgédo de agua,
degradacédo da estrutura polissacaridica e por Ultima a degradacédo de carbonato de
célcio 178,

Todavia, para o segundo evento térmico, constatou-se um deslocamento para
temperaturas mais altas nos Scaffolds 3D B-CPP/AlgB/1/1, B-CPP/AIgB/3/5 e B-
CPP/AlgB/1/2, quando comparados com AlgPuroB. Esse deslocamento pode ser um
indicio da presenca de uma menor quantidade de alginato na composi¢éo de cada um
destes compdsitos. Com uma porcentagem maior do que a esperada de B-CPP,
tornaria assim plausivel um ganho na estabilidade térmica da matriz polimérica
utilizada.

Para além disso, o terceiro evento térmico, caracteristico e ocorrido em 650°C
para AlgPuroB também é deslocado para temperaturas mais amenas em seus
compaositos, como visto para os grupos feitos a partir da matriz de alta viscosidade. B-
CPP/AIgB/1/1 e B-CPP/AIgB/1/2 tiveram esse evento proximo de 500°C e [-
CPP/AIgB/3/5 préximo de 550°C. Foi teorizado também a formacdo de algum
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composto termicamente menos estavel que o carbonato de sédio durante a mistura
dos componentes na etapa de sintese.

Figura 40: Derivadas dos termogramas dos Scaffolds de AlgPuroB, g-
CPP/AlgB/1/1, B-CPP/AlgB/3/5 e B-CPP/AlgB/1/2.
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4.4.4 Intumescimento e degradacao

A absorcdo de 4gua é uma das propriedades mais importantes dos polimeros
de hidrogéis usados em aplicacdes na engenharia de tecidos. Essa propriedade
possibilita a capacidade de um biomaterial de promover a adesao, proliferacdo e
diferenciacdo celular °. Com isso, foram feitos os testes de intumescimento ou
hidratagdo dos grupos de Scaffolds 3D fabricados. Na Figura 41 podem ser
observados os resultados de hidratacdo dos compdésitos feitos a partir da matriz
polimérica de alginato de alta viscosidade durante dois dias.

Nesse grafico observou-se um ganho de massa médio de 500% para todos 0s
grupos ja nas primeiras trés horas de andlise, devido a hidratagdo das estruturas
higroscopicas de alginato que anteriormente estavam desidratadas. Constatou-se que
a maior parte da absorcao de agua ocorreu durante esse primeiro periodo de imersoes.
Apdés 24h, a taxa de intumescimento foi estabilizada e foram observadas variagfes
minimas de aumento e diminui¢cao adicional ao longo do grafico.

No primeiro dia de analise o Scaffold de AlgPuro A apresentou a maior taxa de

hidratacédo dos grupos, por ndo conter a bioceramica de B-CPP, que é quase insoluvel
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em agua, apresentando cerca de 510% quando comparado com sua massa inicial.
Para os compositos B-CPP/AIgA/1/1 e B-CPP/AIgA/1/2 houve uma estabilizacdo de
hidratacdo muito similar, préxima a 490%.

Apbs 24h observou-se uma queda no grau de intumescimento para a amostra
pura e um ganho inesperado para o composito B-CPP/AIgA/3/5, que ao fim de 48h
resultou em uma hidratacdo de cerca de 550%. Por se tratar de um Scaffold com
guantidade consideravel de B-CPP, esperava-se que ndo houvesse mais ganho de
massa por hidratacdo. Uma hipotese levantada para explicar isso esta no inicio da
degradacéo das estruturas desse Scaffold, que resultaram também em uma perda de
B-CPP para o meio. Essa perda resultou por sua vez em defeitos estruturais na matriz,
formando microvazios e falhas que contribuiram assim com o aumento da

hidrofilicidade e permeacdo de mais meio aquoso.

Figura 41: Curva de intumescimento dos Scaffolds de AlgPuroA, B-
CPP/AIgA/1/1, B-CPP/AIgA/3/5 e B-CPP/AIgA/1/2.
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Assim como para 0os compgdsitos a base de alginato de alta viscosidade, os
grupos formados a partir da matriz de baixa viscosidade também tiveram uma
hidratagdo mais acentuada nas primeiras 3h de andlise, como descrito na Figura 42.
O platd para os grupos B-CPP/AlgB/1/1 e B-CPP/AIgB/1/2 ocorreu a partir de 24h, com

valores préximos a 530% de hidratacao. Foi observado maior grau de hidratacao inicial
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no grupo B-CPP/AIgB/3/5, mas apos 24h foi constatado uma perda na capacidade de
retencao de 4gua que se estabilizou em 555%. Para o Scaffold de AlgPuroB verificou-
se um ganho constante no grau de intumescimento quando comparado com os demais
grupos. Essa hidratacéo foi equivalente a 620% acima da massa inicial aferida.

Para os Scaffolds feitos com a matriz de baixa viscosidade foram constatados
valores superiores de hidratacdo, quando comparado com a matriz de alta viscosidade.
Uma explicacdo para esse fendbmeno consiste que uma viscosidade mais baixa pode
resultar em um maior espacamento entre as cadeias poliméricas apds o processo de
liofilizac&o, tornando possivel assim uma maior hidratacdo dos Scaffolds 3D. Sabe-se
também que uma modificacdo nas proporcdes de acido poligulurénico, presentes nas
cadeias de alginato, resultam em diferentes propriedades e funcionalidades, incluindo
assim o grau de retencao de liquidos .

Figura 42: Curva de intumescimento dos Scaffolds de AlgPuroB, pB-
CPP/AlgB/1/1, B-CPP/AlgB/3/5 e B-CPP/AlgB/1/2.
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O comportamento da degradacdo de Scaffolds 3D € conhecido por
desempenhar um papel fundamental para a formacdo de locais propicios para
crescimento de um novo tecido através de sua estrutura. Esses locais por sua vez irédo
melhorar o crescimento do novo tecido 6sseo e promover uma substituicdo mais
efetiva. Com isso, contido na Figura 43, estdo os resultados de degradacédo apos 21

dias dos Scaffolds utilizando matriz de alginato de alta viscosidade.
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Apos 7 dias em PBS foi visto um alto valor de degradagéo para todos 0s grupos
de Scaffold 3D, principalmente para o AlgPuroA. Esse valor foi de cerca de 65% e
atribuivel a natureza hidrofilica do polimero de alginato, o que leva & maior captacdo
de agua e posterior degradacdo. Entretanto esse valor alcancou um platé apds esse
periodo e se manteve estavel nos dias subsequentes.

Até o 14° dia, observou-se que os compoésitos B-CPP/AIgA/3/5 e B-
CPP/AIgA/1/2 possuiam as mais baixas biodegradabilidades dos quatro grupos.
Contudo, ap6s esse periodo houve uma degradacao de cerca de 10% no Scaffold -
CPP/AlgA/3/5, com a possivel liberacdo de B-CPP para o meio reacional, o que explica
um ganho no grau de hidratacdo apresentado na Figura 37. Ja para B-CPP/AIgA/1/1
foi visto que apds 21 dias foram mantidos cerca de 43% da massa inicial.

Figura 43: Curva de degradacéo dos Scaffolds de AlgPuroA, B-CPP/AIgA/1/1,
B-CPP/AIgA/3/5 e B-CPP/AIgA/1/2.
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Foi constatado através do gréfico na Figura 44, o perfil de degradagéo dos
Scaffolds a base de alginato de baixa viscosidade. A degradacdo desses compositos,
assim como para o grupo de alta viscosidade ocorreu devido ao meio aquoso utilizado,
gue influenciou mecanismos de dissolugéo e hidrélise das cadeias polissacaridicas 1.
Contudo, para esses compositos, verificou-se uma taxa de degradacédo mais rapida,
guando comparada com os grupos de alta viscosidade.
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A degradacao encontrada foi de aproximadamente 80% para todos 0s grupos
apos alcancarem a marca de 21 dias. Esse efeito pode ter relacdo direta com a
guantidade de espacos vazios presentes na estrutura polimérica de alginato, que
facilitaram a cisdo das cadeias e oxidacdo dos acglUcares presentes na composicao.
Embora a descricao e informac¢des de composicao quimica dos dois tipos de alginato
sejam semelhantes e associadas a um mesmo cddigo de CAS (9005-38-3), a diferenca
de perfis de degradacdo pode estar relacionada também a diferentes massas
moleculares utilizadas. Sendo observado um maior grau de degradacdo atribuido a

matrizes de alginato de baixo peso molecular 82,

Figura 44: Curva de degradagdo dos Scaffolds de AlgPuroB, B-CPP/AlgB/1/1,
B-CPP/AlgB/3/5 e -CPP/AlgB/1/2.
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4.45 Ensaios mecanicos

Para determinar a capacidade dos Scaffolds 3D de tolerar tensdes, foram
realizados os testes de compressdo em cada grupo, como descritos nas Figura 45 e
42. Para os compdsitos formados a partir da matriz de alginato de alta viscosidade foi
observada uma boa correspondéncia entre a concentracdo de B-CPP e as

propriedades mecéanicas. Onde para esses casos, foi verificado que os Scaffolds com
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propor¢do 1:2 parecem mais rigidos que os grupos contendo menor quantidade das
biocerdmicas em composicao.

De forma geral, para Scaffolds 3D fabricados a tensdo foi aumentada
ligeiramente com o respectivo aumento da deformacdo, condizente com o
comportamento de compésitos do tipo espuma de polimero, segundo a literatura 82,
Esse comportamento foi confirmado nos graficos a partir da existéncia de duas
regides, uma denominada como plat6, onde ocorreu o inicio do colapso das estruturas
plasticas no compdsito, seguida pela segunda regido onde a tensao foi aumenta
rapidamente devido a densificacéo efetiva da estrutura de espuma &,

Pode ser destacado que para o compésito B-CPP/AlgA/1/2 houve uma
resisténcia a compressao significativamente maior do que nos demais grupos,
confirmando que as propriedades compressivas dependeram de uma alta
concentracdo de B-CPP dentro da matriz polimérica porosa. Essa propriedade de
resisténcia fornece evidéncias também quanto a efetividade na interacdo entre as

particulas de bioceramica dentro das paredes porosas na matriz a base de alginato
183

Figura 45: Ensaio mecéanico de compressao dos Scaffolds de AlgPuroA, B-
CPP/AIgA/1/1, B-CPP/AIgA/3/5 e B-CPP/AIgA/1/2.
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Fonte: Autor.

Para os Scaffolds 3D formados a partir do alginato de baixa viscosidade foram

observados o0os mesmos comportamentos tipicos de tensdo-deformagéo para
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compdsitos porosos. Contudo nesses grupos também pode ser avaliado a presenca
de uma menor resisténcia a compressao, ocasionada possivelmente por uma maior
porosidade do compdsito, como demonstrado nos gréficos da Figura 46.

Essa resisténcia a compressao deveria em teoria ser maior com o0 aumento da
guantidade de B-CPP, mas foi observado uma resisténcia muito maior no Scaffold 3D
feito de AlgPuroB do que nos grupos com propor¢do 1:1 e 3:5. No grupo B-
CPP/AlgB/1/2 foi verificado primeiro uma deformacao maior do que em AlgPuroB e sé
em seguida houve entdo a densificacdo das cadeias poliméricas. Isso pode ter
ocorrido devido a uma interacéo de fase continua e dispersa néo tao efetiva quanto o
esperado &,

Figura 46: Ensaio mecanico de compressdo Scaffolds de AlgPuroB, B-
CPP/AlIgB/1/1, B-CPP/AIgB/3/5 e B-CPP/AIgB/1/2.
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4.4.6 Testes bioldgicos in vitro

4.4.6.1 Scaffolds 3D de matriz de alginato de alta viscosidade

Esta representado na Figura 47 a viabilidade de pré-osteoblastos MC3T3-E1

ao longo de 1, 7 e 14 dias do cultivo sobre as formulacdes do grupo de scaffolds feitos
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com matriz de alginato de alta viscosidade. Comparando os efeitos das diferentes
formulagdes contendo B-CPP com o controle (AlgPuroA), foi possivel verificar efeito
do periodo de avaliacdo (p<0,001), da formulacdo (p<0,001) e auséncia de interacao
(p=0,071). Assim, comparando os periodos de avaliacdo, ndo houve aumento da
viabilidade entre 1 e 7 dias (p=0,37), enquanto o periodo mais tardio de 14 dias
apresentou aumento aos anteriores (p<0,011). Com relacdo as formulagdes de
scaffolds, todas as formulagdes contendo B-CPP resultaram em maior viabilidade
comparadas ao controle (p<0,014), entretanto todas foram comparaveis entre si
(p=0,210).

Figura 47 Viabilidade de pré-osteoblastos MC3T3-E1 ao longo de 1, 7 e 14
dias do cultivo sobre os Scaffolds de AlgPuroA, B-CPP/AIgA/1/1, -
CPP/AIgA/3/5 e B-CPP/AIgA/1/2.
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Ao longo de todos os periodos de analise, as imagens de fluorescéncia obtidas
pelo ensaio Live/Dead mostraram grande e crescente quantidade de células viaveis
para todas as formulacdes nesse grupo de scaffolds. Sendo a fluorescéncia verde
marca células viaveis (calceina) e vermelha marca células em processo de morte
(homodimero de etidio), destacou-se uma grande proliferacdo para os compadsitos
contendo B-CPP, especialmente entre o sétimo e décimo quarto dia (Figura 48). Para

todas as formulagbBes, a intensidade de fluorescéncia vermelha identificada foi
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visualmente inferior a fluorescéncia verde, indicando que a quantidade de células
viaveis foi superior aquelas em processo de morte. Ainda, as imagens de fluorescéncia
permitiram observar a distribuicdo das células pelos biomateriais, indicando que a
presenca de B-CPP estimulou maior interacdo entre as células e as formula¢cbes de
scaffolds observada pela configuracdo de células interconectadas e difundidas pelo
interior dos biomateriais, fenbmeno que pareceu ser intensificado ao longo dos
periodos de analise, resultando em focos de adesdo e espalhamento maiores e

confluentes.

Figura 48: Painel de imagens de fluorescéncia direta do ensaio de viabilidade
celular (Live/Dead) dos Scaffolds de AlgPuroA, B-CPP/AIgA/1/1, jB-
CPP/AIgA/3/5 e B-CPP/AIgA/1/2.
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14 Dias

Fonte: Autor.

Na Figura 49 esta representado a formag¢@o de matriz mineralizada de pré-
osteoblastos MC3T3-E1 apds 14 dias de cultivo sobre as formulagdes dos scaffolds.
Duas formulagdes contendo B-CPP promoveram aumento na atividade de
mineralizagdo em relagéo ao controle, sendo elas as proporc¢des 3:5 (p<0,001), a qual
aumentou em torno de 8 vezes e 3:6, a qual aumentou em torno de 3 vezes (p=0,033).
Comparadas entre si, essas duas formulacdes diferiram neste parametro (p=0,008).

Foi possivel confirmar com isso propriedades quanto a efetividade de osteoinducéo e
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osteoconducado presente nas bioceramicas de B-CPP, bem como sua ndo toxidade

guanto em contato com o meio bioldgico.

Figura 49: Formacdo de matriz mineralizada apos 14 dias do cultivo de pré-
osteoblastos MC3T3-E1 nos Scaffolds de AlgPuroA, B-CPP/AIgA/1/1, B-
CPP/AIgA/3/5 e B-CPP/AIgA/1/2.
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Fonte: Autor.

4.4.6.2 Scaffolds 3D de matriz de alginato de baixa viscosidade

Contido na Figura 50 encontra-se a viabilidade de pré-osteoblastos MC3T3-E1 ao
longo de 1, 7 de cultivo sobre as formula¢des do grupo de scaffolds feitos com matriz
de alginato de baixa viscosidade. Devido a uma taxa de degradagdo maior, esses
compoésitos ndo puderam ser avaliados em um periodo maior. Comparando 0s
diferentes compositos com o controle de AlgPuroB néo foi observado uma diferencga
estatistica significativa, sendo resultado consequentemente pela degradacdo das
estruturas poliméricas de alginato e liberacdo de B-CPP no meio fisiol6gico, como
observado durante a analise. Com isso, pode ser constatado uma estrutura pouco
promissora para ancoramento de células, visto que a sua degradacgdo iminente ndo
garante um ambiente propicio para estruturacdo e proliferacdo de células ésseas

precursoras.
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Figura 50: Viabilidade de pré-osteoblastos MC3T3-E1 ao longo de 1, 7 dias do
cultivo sobre os Scaffolds de AlgPuroB, B-CPP/AlgB/1/1, B-CPP/AIgB/3/5 e 3-
CPP/AlgB/1/2.
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As imagens de fluorescéncia obtidas nos dias 1 e 7 através do ensaio
Live/Dead também foram realizadas para esse grupo de Scaffolds, como mostrado na
Figura 51. Embora a fluorescéncia vermelha quase néo tenha sido observada durante
os sete dias de avaliacdo desses compdsitos, foi observado uma baixa proliferacédo
das células 6sseas precursoras, confirmando as informacdes encontradas no gréafico
de viabilidade celular da Figura 50. Confirmou-se a baixa toxidade dos compdsitos a
base dessa matriz de alginato ao longo dos testes. Foi constatado, contudo, que em
compositos contendo uma maior quantidade de B-CPP houve também um aumento na
percepcdo de células vivas, resultantes da propriedade osteoindutiva dessa
bioceramica. Nesses Scaffolds ndo foram observados uma interconectividade de
células e de uma interacdo mais efetiva, consequentemente devido a sua degradacéo

no meio de cultura.
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Figura 51: Painel de imagens de fluorescéncia direta do ensaio de viabilidade
celular (Live/Dead) dos Scaffolds de AlgPuroB, B-CPP/AlgB/1/1, j-
CPP/AlgB/3/5 e B-CPP/AlgB/1/2.
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Fonte: Autor.

Devido a completa degradacédo dos Scaffolds 3D desse grupo ap0s o sétimo
dia de andlise, ndo foi possivel a realizacdo do teste de formagdo de matriz
mineralizada, como realizado para os compdésitos feitos por matriz de alginato de alta

viscosidade.

4.4.7 ConsideragOes dos Scaffold 3D obtidos por liofilizagao

Sendo utilizada a matriz polimérica de alginato em diferentes viscosidades foi
feita a fabricacdo de Scaffolds 3D com diferentes propor¢gdes da bioceramica de B-
CPP. Através de caracteriza¢cdes como MEV foi possivel observar a presenca de poros
da estrutura polimérica das matrizes puras, que foram reduzidos com o aumento na
guantidade de particulas de B-CPP devido a densificacdo do Scaffold 3D. No entanto,
as diferencas nos grupos com diferentes matrizes de alginato comecaram a ser
observadas na técnica de termogravimetria, onde para os grupos de alta viscosidade
foram obtidas composi¢cBes muito semelhantes as esperadas. J& para os compositos
feitos com matriz de baixa viscosidade as proporc¢des ndo coincidiram com os valores
teorizados.

Para os grupos formados a partir do alginato de alta viscosidade constatou-se
uma taxa hidratagdo menor, mas em contrapartida sua degradacédo foi 10% menor
qguando comparado com 0 outro grupo. Para os compdésitos B-CPP/AlgA/1/1, B-
CPP/AIgA/3/5 e B-CPP/AIgA/1/2 foram alcancados resultados que confirmaram uma
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dispersao efetiva das particulas de B-CPP dentro da matriz polimérica. Nos compdsitos
B-CPP/AlgB/1/1, B-CPP/AIgB/3/5 e B-CPP/AlgB/1/2 foram encontrados um maior grau
de hidratacéo e degradacdo, bem como uma menor resisténcia a compressao.

Em aplicacBes na engenharia de tecidos, os compadsitos desenvolvidos devem
ter resisténcia mecanica suficiente forte para suportar a regeneracao do tecido ésseo,
bem como se manter no local de implantacdo durante a fase in vitro e crescimento
celular in vivo. O recurso quanto a degradacao dos Scaffolds 3D obtidos nessa secéo
€ de importancia critica para o desenvolvimento de biomateriais, pois ao ser
combinado com o potencial de hidratacao e capacidade de reparo tecidual se tornam
fundamentais para a regeneracéao de tecidos.

Contudo, a real eficiéncia da bioaplicabilidade dos Scaffolds 3D feitos por
liofilizacdo, utilizando as matrizes de alginato, puderam ser confirmadas através de
testes de viabilidade celular. Foi observado propriedades osteoindutivas e
osteocondutoras da bioceramica de B-CPP, bem como uma 6tima proliferacdo e
interconectividade celular em matrizes poliméricas de alginato de alta viscosidade. No
entanto, a utilizagdo da biocerdmica de B-CPP n&o foi muito favoravel quando
associada a matriz de alginato de baixa densidade.

4.5 Comparagéao entre os diferentes Scaffolds Obtidos

Com a técnica de manufatura aditiva foi possivel o preparo de diferentes
Scaffolds 3D de PCL. Por apresentarem uma estrutura mais densa e massiva e com
menor quantidade de poros, a bioaplicacdo desses compdsitos pode ocorrer em
regibes onde o tecido lesionado necessite de um maior tempo de recuperacédo, bem
como uma maior resisténcia mecanica. Todavia a limitagdo encontrada para esses
Scaffolds esta na quantidade reduzida de fase dispersa de B-CPP que pode ser
adicionada na composi¢édo para ndo restringir a propriedade de printability durante o
processo de bioimpressao 3D.

J& os diferentes Scaffolds de alginato fabricados apresentaram estrutura muito
mais porosa e fragil e que se degrada quase majoritariamente em questdo de dias.
Entretanto foi viavel durante o preparo desses compositos a utilizacdo de altas
concentracoes de B-CPP em composicao, um fator crucial para aumentar ainda mais
a propriedade osteocondutora de um biomaterial a ser utilizado na enxertia 6ssea.
ApOs a analise dos resultados de cada um desses Scaffolds desenvolvidos e melhor

entendimento quanto a suas composicbes e comportamentos sob diferentes
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condi¢des, tornou possivel um estudo subsequente quanto a viabilidade celular dos

grupos feitos por liofilizacao.

5. Conclusdes parciais

Foram desenvolvidos e caracterizados trés tipos diferentes de compdsitos,
associando a bioceramica 3-CPP obtida com matrizes poliméricas de PLA, PCL e
Alginato de sodio. Os filamentos preparados a partir de PLA foram caracterizados e
assim determinado que os compostos 3-CPP/PLA/10 e B-CPP/PLA/CBF tiveram
melhores resultados quanto a homogeneidade de componentes e reprodutividade
durante o processo de extrusdo. Contudo, ainda néo foi possivel o preparo de uma
impressora 3D do tipo FDM para realizar a impressdo empregando estes filamentos
desenvolvidos, como em trabalhos encontrados na literatura que utilizam do mesmo
principio 184185,

Com as duas Ultimas matrizes mencionadas foram fabricados diferentes
Scaffolds 3D, através da técnica de bioimpressao 3D para os filmes de PCL e o método
de liofilizacdo para a matriz de alginato de sodio. Pela bioimpressora 3D ALLEVI 2 foi
obtido um resultado satisfatorio quanto a formagéo de um Scaffold 3D feito com duas
camadas de biomaterial extrudido de maneira pouco laboriosa. Isso fez com que
houvesse uma reproducéo factivel de compoésitos contendo a matriz polimérica de PCL
associada a bioceramica de B-CPP. Entretanto, devido a tentativa de impressao de um
Scaffold com cerca de 15% em massa de bioceramica houve uma sobrecarga nas
condi¢Bes operacionais do equipamento, danificando-o.

Com o método de liofilizag&o foram obtidos Scaffolds 3D de matriz de alginato
com diferentes viscosidades. Durante a comparacao desses dois grupos observou-se
gue os Scaffolds formados a partir da matriz alginato de alta viscosidade tiveram
melhor homogeneidade, distribuicdo de particulas de B-CPP, proliferacdo e
interconectividade celular, quando comparados com 0s grupos provenientes do
alginato de baixa viscosidade. Para além disso, a inovacao encontrada para esse tipo
de Scaffold 3D esta associada quanto a bioceramica pirofosfatica 3-CPP utilizada, pois
os trabalhos mais recentes sao feitos quase majoritariamente com bioceramicas do

tipo hidroxiapatita (HA) e fosfatos tricalcicos (TCP) 184-18¢,
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CONCLUSAO

O tratamento de fraturas 6sseas através da utilizacdo enxertos aloplasticos requer
melhorias globais consideraveis no que tange aspectos quanto a sua sintese,
caracterizacéo e performances mecanicas e bioldgicas. Os resultados apresentados
e discutidos ao longo desta tese indicam claramente que a obtencéo de bioceramicas
de B-CPP com propriedades fisico-quimicas muito bem definidas. Foram avaliadas
através de técnicas como DRX, RAMAN e FTIR que dentre todos 0s grupos
sintetizados, as amostras B1-liof-1150 (B-CPP), A2-900 e A3-900 (B-TCP) foram as
bioceramicas obtidas com maior pureza.

Foi confirmado que com ambientes quimicos precursores distintos, durante a etapa
de sinterizagcdo, foi possivel a obtencdo de biocerdmicas do tipo ortofosfatica e
pirofosfaticas. Contudo, devido a lacuna cientifica relacionada com os pirofosfatos de
calcio, a amostra B1-liof-1150 foi considerada o biomaterial mais promissor a ser
utilizado na enxertia 0ssea para a tese.

Associando essa bioceramica com diferentes matrizes poliméricas de
policaprolactona (PCL), poli(acido latico) PLA, Alginato e celulose bacteriana), garantiu
nao somente uma melhora nas propriedades mecanicas, quanto a possibilidade de
moldagem e personalizacdo desses compositos. A técnica de manufatura aditiva foi
empregada, sendo um diferencial tecnologico para um aumento da popularizagédo na
formacdo de constructos contendo as bioceramicas de interesse associadas com
essas matrizes poliméricas em potencial.

As propriedades biol6gicas relacionadas a resposta de células de linhagem
osteoblastica cultivadas nos Scaffolds 3D de alginato foram fortemente dependentes
da presenga de B-CPP. Isso torna os biomateriais desenvolvidos muito promissores
na area de regeneracdo 6ssea e engenharia de tecidos. Por fim, conclui-se que a
escolha de biomateriais sintéticos a base de fosfato de calcio pode apresentar um
melhor custo-beneficio seja ambito da morbidade, da seguranca, do tempo de

tratamento e financeiro.
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PERSPECTIVAS

Os itens listados abaixo devem ser considerados como guias para continuacdo deste

trabalho:

- Associacao das matrizes poliméricas do tipo PLA, PCL e Alginato de s6dio com outras

bioceramicas sinterizadas durante a tese;

- Estudos comparativos entre as propriedades biocompativeis dessas diferentes
bioceramicas obtidas;

- Formacdo de compdsitos de B-CPP associados a outras matrizes poliméricas
biodegradaveis;

- Desenvolvimento de uma impressora 3D para utilizacdo dos filamentos de [3-
CPP/PLA;

- Realizacao de testes in vitro e in vivo dos Scaffolds feitos por impresséo 3D.

- Iniciar testes in vivo para os Scaffolds 3D com matriz de alginato de alta viscosidade,

feitos por liofilizac&o.
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ANEXO A

Espectroscopia dispersiva por energia de raios X das amostras sinterizadas Al, A2,
A3, Ad e A5.
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