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RESUMO

Pesquisas envolvendo materiais sintéticos para utilizacdo em terapias de regeneracao
Ossea sdo motivadas, em grande parte, pelas limitacdes apresentadas pelos tratamentos
convencionais. Vidros bioativos sdo materiais tradicionalmente utilizados nessa area e
tém tido grande destaque em Engenharia de Tecidos. Contudo, o desempenho desses
materiais na forma de scaffolds ainda € insuficiente no que diz respeito ao equilibrio
entre os parametros porosidade e propriedades mecanicas, e em relagdo a tendéncia que
apresentam de se cristalizarem durante tratamentos térmicos. O fendmeno de
cristalizacdo reduz sua bioatividade, motivando o estudo de composicdes que
apresentem menor tendéncia a formacdo de fases cristalinas. Este trabalho objetiva a
producdo de scaffolds do vidro bioativo 13-93, cuja composi¢do quimica favorece a
sinterizagdo em temperaturas mais baixas, diminuindo a possibilidade de ocorrer
cristalizacdo. A sintese do vidro foi realizada via processo sol-gel devido a inerente
porosidade e elevada pureza de materiais obtidos por este método. Em seguida, o vidro
sintetizado foi utilizado na producdo de scaffolds por meio do processo freeze-casting,
que permite elevado controle sobre a estrutura de poros dos componentes, 0 que a torna
adequada para a producdo de estruturas destinadas a aplicacbes em Engenharia de
Tecidos Osseos. A caracterizacdo dos materiais envolveu a anélise da distribuicdo de
tamanhos de particulas, area superficial especifica, densidade, porosidade,
cristalinidade, resisténcia mecanica e bioatividade. Os resultados sugerem que a
distribuicdo granulométrica das particulas utilizadas no processo freeze-casting impediu
a obtencdo de uma estrutura de poros lamelar e orientada. No entanto, foi possivel
sinterizar os scaffolds sem a ocorréncia de cristalizacdo, e as porosidades mensuradas
foram superiores a 60 %, com ampla distribuicdo de tamanhos de poros. Os valores de
moédulo de Young medidos variaram entre 1,10 e 1,40 GPa, e os de resisténcia a
compressdo, entre 12,7 e 22,4 MPa. Além disso, 0 desenvolvimento da camada de HA
apos trés dias de imersdo dos scaffolds em SBF confirmou a bioatividade do VB. Os
resultados apresentados neste estudo indicam compatibilidade dos scaffolds com o 0sso
trabecular humano e potencial para aplicagdo em Engenharia de Tecidos Osseos.

PALAVRAS-CHAVE: vidro bioativo; scaffolds; sol-gel; freeze-casting; engenharia de

tecido 0sseo.



ABSTRACT

Studies focused on synthetic materials for use in bone regeneration therapies is largely
driven by the limitations observed in conventional treatments. Traditionally, bioactive
glass (BG) has been used to fill and restore defects. More recently, this material gained
significance in Bone Tissue Engineering. However, its performance as scaffolds is still
insufficient because they lack the requisite balance between porosity and mechanical
properties. Although beneficial to the mechanical properties of BG, a heat treatment
step can lead to crystallization, which impairs its bioactivity. Consequently, it is
necessary to study BG compositions less susceptible to this phenomenon. This work
aimed to prepare scaffolds from 13-93 BG, a material with a chemical composition that
favors sintering at lower temperatures and displays a low tendency to crystallize. This
glass was prepared by the sol-gel process due to the inherent porosity and high purity of
materials derived from it. The glass powder was then used to prepare scaffolds through
the freeze-casting process. This technique allows preparing specimens with high control
over the pore structure, which makes it suitable to produce scaffolds for Bone Tissue
Engineering. The obtained materials were examined according to their particle size
distribution, specific surface area, density, porosity, crystallinity, mechanical properties,
and bioactivity. The results suggest that the sizes of the particles used in the freeze-
casting process prevented the obtainment of a lamellar and oriented pore structure for
the scaffolds. However, it was possible to sinter the scaffolds without the occurrence of
crystallization, and the measured porosities were greater than 60 %, with a wide pore
size distribution. The scaffolds showed Young's modulus values ranging from 1.10 to
1.40 GPa and compressive strength values varying between 12.7 and 22.4 MPa.
Furthermore, the development of the HA layer after three days of immersion of the
scaffolds in SBF confirmed the bioactivity of VB. The results presented in this study
indicate the compatibility of these scaffolds with human trabecular bone and their

potential application in Bone Tissue Engineering.

KEYWORDS: bioactive glass; scaffolds; sol-gel; freeze-casting; bone tissue

engineering.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO

O campo dos biomateriais teve inicio em meados do século XX e vem crescendo desde
entdo, impactando a ciéncia, economia e salde humana. O envelhecimento da
populacdo, 0 aumento da expectativa de vida e o continuo progresso da medicina tém
ampliado a demanda por tratamentos de substituicdo e reparo de 6rgdos e tecidos
defeituosos [1]. A incidéncia de doencas e lesbes em 0ssos, por exemplo, tém
aumentado, e este tecido ja € o segundo mais transplantado no mundo e o niumero de
operacdes envolvendo enxertos ou materiais que substituem ossos ultrapassa dois

milhdes anualmente [2].

Implantes artificiais inertes pertencentes a primeira geracdo de biomateriais e
transplantes séo tratamentos bastante comuns para defeitos e lesdes em 0ssos. Os
primeiros, porém, ndo sdo degradaveis, ndo se integram bem ao tecido e se adaptam mal
ao ambiente fisioldgico. Para os segundos, a quantidade de doadores é restrita, havendo
risco de transmissdo de doencas ou rejeicdo pelo organismo receptor e, no caso de
autoenxertos, morbidades nos locais doadores sdo frequentes e ha limites para a fracéo
de tecido extraida. A Engenharia de Tecidos Osseos (ETO) se apresenta como
alternativa a essas limitacGes, consistindo na utilizacdo de matrizes porosas (scaffolds),
que proveem suporte temporario ao desenvolvimento de tecidos estruturais e
mecanicamente equivalentes aquele a ser tratado [3] e ambiente adequado que estimule
sua regeneracdo enquanto o material € degradado e absorvido pelo organismo. Pode-se
tanto fazer o implante in vivo do componente permitindo que o crescimento tecidual
ocorra in situ, quanto cultivar células do paciente in vitro na matriz para posterior

implante do conjunto tecido/scaffold e continuidade do processo de regeneracéo [4].

Os vidros bioativos (VBs) estdo entre os materiais mais estudados para aplicagbes em
ETO. O VB foi inicialmente desenvolvido em 1969 por Larry Hench [5], que produziu
0 Bioglass® (tambem chamado VB 45S5), de composicdo molar 46,2% SiO; - 26,9%
CaO - 24,3% Naz0 - 2,6% P20s. Ao serem implantados, a dissolu¢do desses materiais
induz rapida resposta bioldgica e estimula o crescimento tecidual para além da interface

com o implante [6]. Esse feito levou & elaboragdo dos conceitos de osteoproducéo e
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osteoinducdo, impulsionando o campo das cerdmicas bioativas. Desde entdo, varios
novos produtos foram criados via modificacdo da composicdo quimica desses materiais

e obtendo-se propriedades especificas para diferentes aplicacdes [7].

Alternativamente ao tradicional método de fusdo e témpera (melt-quenching), o
processo sol-gel tem sido cada vez mais utilizado para a obtencdo de VBs. Trata-se de
uma rota quimica que consiste na hidrélise e polimerizacdo de precursores em
temperaturas proximas a ambiente para formar um gel que, apds secagem, é tratado
termicamente. Esta técnica se caracteriza por sua simplicidade, versatilidade e pela
obtencdo de produtos de elevada pureza e homogeneidade. Além disso, a inerente
porosidade dos vidros obtidos confere a eles elevada area superficial especifica e
interconectividade de poros, caracteristicas essenciais a bioatividade dos scaffolds [8].
Porém, as desvantagens desses materiais sdo sua fragilidade e baixa tenacidade a
fratura, que restringem sua utilizagcdo a componentes de pequenas dimensoes e a regides
ndo submetidas a cargas elevadas [9]. Ademais, esses materiais usualmente exibem
forte tendéncia a cristalizacdo durante tratamento térmico, etapa fundamental para a
consolidagdo das particulas. Apesar de melhorar a resisténcia mecénica, a cristalizagdo
induzida por altas temperaturas reduz significativamente sua bioatividade, podendo
provocar a instabilidade do implante [10]. Tais limitacGes tornam essenciais estudos
visando diminuir a propenséao dos vidros a se cristalizarem e estratégias que tornem suas

propriedades mecanicas mais adequadas.

Este trabalho detalha a producéo, via processo sol-gel, de um VB com baixa tendéncia a
se cristalizar e, a partir dele, a fabricacdo de scaffolds que apresentassem propriedades
mecanicas e bioldgicas adequadas a aplicacdo em ETO. Para evitar a cristalizacdo, foi
escolhido o VB 13-93, de composi¢do molar (%) igual a 54,6 SiO; - 22,1 CaO - 6,0
Na2O - 1,7 P20Os - 7,7 MgO - 7,9 K20. Seu maior teor de silica e a presenca de mais
oxidos modificadores de rede lhe conferem melhor processabilidade, permitindo a
sinterizacdo por fluxo viscoso e, consequentemente, a preservacdo do estado amorfo e
maior grau de densificacdo [11]. A escolha deste vidro se deu também pelo fato de
haver poucos estudos sobre sua obtencdo através da sintese sol-gel. Para a fabricagdo

dos scaffolds optou-se pelo processo freeze-casting que permite grande controle sobre a
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estrutura de poros e por ser simples, barato e de baixo impacto ambiental [12]. Esta
técnica consiste em resfriar uma suspensdo de particulas e, a medida que o solvente se
solidifica, as particulas sdo rejeitadas e concentradas entre os cristais do solvente,
formando o corpo verde (estrutura ndo sinterizada). A isso segue-se a aplicagéo de
vacuo para a sublimagdo do solvente solidificado e a sinterizagdo dos corpos verdes
obtidos [13]. Entretanto, diferentemente de Santos et al. [13] que utilizaram uma
mistura de naftaleno e canfora como solvente, para este estudo optou-se pelo uso de
agua, que € um solvente sem risco de manuseio e que permite a utilizacdo de ampla

variedade de aditivos.

A organizacao da dissertacdo foi feita em capitulos que seguem a ordem das atividades
envolvidas na elaboracdo do trabalho. No Capitulo 1 é feita uma breve introducdo do
tema Biomateriais e sobre o uso de vidros bioativos e scaffolds nesta area de pesquisa.
O Capitulo 2 expde sucintamente o0s objetivos da pesquisa. O Capitulo 3 consiste em
uma revisdo bibliografica que aborda os fundamentos da ETO, as caracteristicas e
utilizacdo de VBs neste campo de pesquisa e a técnica de freeze-casting para a producéo
de scaffolds. No Capitulo 4 é descrita a metodologia utilizada para a sintese do VB, 0
preparo dos scaffolds e a caracterizacdo dos materiais preparados por meio de diversas
técnicas. O Capitulo 5 é dedicado a apresentacdo e discussao dos resultados obtidos. Por
fim, no Capitulo 6 constam as consideracdes finais, as conclusdes obtidas com o

trabalho e sugestdes para possiveis trabalhos futuros.
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CAPITULO 2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Utilizar o processo freeze-casting em meio aquoso, considerando fatores ambientais, de

custo e de seguranca, para produzir scaffolds de VB 13-93 com estrutura de poros

controlada para potencial aplicagdo em ETO.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar particulas de VB 13-93 através do método sol-gel;

e Caracterizar o material sintetizado em relacdo a propriedades que afetem seu

desempenho como biomaterial,

e Produzir scaffolds que possam ser sinterizados sem ocorréncia da cristalizacdo e
que apresentem porosidade, resisténcia mecanica e bioatividade adequadas para

a utilizacdo em ETO;

e Caracterizar os scaffolds produzidos em relacdo a sua estrutura de poros,
propriedades mecanicas e bioatividade.
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CAPITULO 3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ENGENHARIA DE TECIDO OSSEO

3.1.1. Contextualizacéo

O aumento da expectativa de vida e o envelhecimento da populacdo s&o as causas para 0
crescimento significativo do nimero de casos de doencas e lesdes em 0ssos. A enorme
incidéncia de enfermidades como fraturas, escoliose, osteoporose, infec¢cdes ou tumores,
defeitos congénitos e osteoartrite ja fazem do tecido 6sseo o segundo mais transplantado
(atrés apenas do sangue), com mais de dois milhdes de operacdes realizadas anualmente
em todo o mundo e custo estimado de U$ 2,5 bilhes por ano [14]. O impacto sobre a
qualidade de vida das pessoas, 0s elevados custos dos tratamentos [3] e a caréncia de
solucdes satisfatorias demandam estudos que busquem terapias mais eficientes [2].
Atualmente, os enxertos autdlogos, ou autoenxertos, ainda sdo a alternativa mais
eficiente em tratamentos de doencas e lesdes 0sseas. Eles sdo compativeis com o tecido,
ndo originam resposta imunologica e apresentam todas as caracteristicas biologicas
essenciais a regeneracdo 0ssea, provendo estimulo a diferenciacdo celular, suporte para
sua adesdo, migracdo e crescimento e a formacdo de novos vasos sanguineos. Contudo,
as limitacOes dessas terapias impulsionam a busca por alternativas mais vidveis e
eficientes [15,16].

A Engenharia de Tecidos (ET) é um campo da Medicina Regenerativa que combina
principios de biomedicina e engenharia viabilizando o crescimento, o desenvolvimento
e a regeneracdo de tecidos e 6rgdos danificados por lesGes, doengas ou envelhecimento,
com o objetivo de restaurar, manter ou melhorar a execucdo de suas funcdes. E uma
abordagem que visa a obtencéo de tecidos funcionais baseando-se na compreenséo dos
mecanismos bioldgicos envolvidos na formacdo e regeneracdo tecidual, indo muito
além dos implantes e de materiais sintéticos e transplantes [17]. A ET surgiu como
estratégia promissora para superar, por exemplo, a disponibilidade reduzida de 6rgaos e
tecidos vivos para transplantes, as morbidades nos locais doadores e a eventual falta de

compatibilidade entre tecidos com fungdes diferentes nas cirurgias reconstrutivas, a vida
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atil limitada dos materiais sintéticos e as cirurgias de revisdo comumente necessarias
[18]. De fato, nas ultimas trés décadas, verificou-se resultados bem-sucedidos na
regeneracdo de peles, 0ssos e cartilagens [19], bem como na producdo e implantes de

vasos, bexigas, vias aéreas, uretra e valvulas cardiacas [20].

Devido a seu alto potencial de regeneracdo, o tecido 0sseo é o mais investigado no
campo da ET [21]. Ao serem implantados, os materiais devem dar suporte a fixacéao e
adesdo de células, vascularizagdo, deposicdo da matriz extracelular e a organizagédo
hierarquica da matriz 6ssea [6]. A ETO se baseia na simulacdo dos processos de
regeneracdo 6ssea em laboratério, o que requer o uso de scaffolds altamente porosos e
com poros interconectados, que estimulem o crescimento do tecido em trés dimensdes
[22]. Scaffolds ja encontram utilizacdo na regeneracdo de 0ssos, sendo fabricados por
meio de varias técnicas a partir de metais, vidros e outras ceramicas, polimeros e
compdsitos. Entretanto, a aplicacdo clinica dessas estruturas ainda mostra resultados
insuficientes, ja que todas essas classes de materiais apresentam limitacdes. Para ETO,
especificamente, o tratamento de doencas e defeitos de tamanhos criticos e em locais
que suportam cargas ainda é um grande desafio [4,6,23]. VBs tém bastante destaque
neste campo de pesquisa devido a sua capacidade de liberar ions que, uma vez em
contato com o0 meio bioldgico, formam um composto que lhe permite estabelecer

ligacGes fortes e estaveis com 0ssos [24].

3.1.2. Breve resumo sobre a biologia do 0sso

Com uma estrutura complexa e hierarquicamente organizada (Figura 1), o tecido 0sseo
é um compdsito natural e faz parte do sistema musculoesquelético, exercendo funcgdes
como prover sustentacdo mecanica de musculos, proteger orgaos, facilitar a mobilidade,
absorver metais pesados, manter o equilibrio e servir como reserva de célcio, fosfato e
outros ions [25]. Sua nanoestrutura é constituida por uma fase mineral majoritariamente
formada por nanocristais de hidroxiapatita (Cai0(PO4)s(OH)2), por uma fase organica,
cujos principais componentes sdo colageno Tipo I, lipidios e proteinas ndo colagenas, e
por agua [6,26]. A combinacdo desses componentes em escala nanométrica é o que

garante ao tecido rigidez, resisténcia a compressao e alta tenacidade a fratura [16,27].
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Tecido 6sseo Osteons e Canais Padrdes de fibras Fibras Fibrilas de Colageno e
Haversianos colageno hidroxiapatita
mineralizadas

las de coldg Cristais de hidroxiapatita

Figura 1 - Estrutura hierdrquica do 0sso em varias escalas. Na escala nanométrica, a
estrutura é constituida por fibras de coldgeno compostas de grupos de fibrilas de

colageno e cristais de hidroxiapatita. Adaptado de [28].

As células que compdem o tecido Gsseo sdo os osteoblastos (células formadoras), os
ostedcitos (células maduras) e os osteoclastos (células de reabsorcdo). Os osteoblastos
produzem a fase organica do tecido e atuam na mineralizacdo da matriz devido a sua
capacidade de concentrarem célcio e fosfato. Eles se localizam na superficie do 0sso €, a
medida que a matriz vai sendo sintetizada, essas células se diferenciam e acabam
completamente circundadas, passando a ser denominadas ostedcitos. Os osteoclastos
sdo células grandes e moveis, responsaveis pela reabsorcdo do tecido e que contribuem
para a reestruturagdo dos 0ssos durante toda a vida [27], alterando seu tamanho, forma e
estrutura com base em solicitagdes mecénicas internas e externas. Este mecanismo €
responsavel pela manutencdo das funcdes do tecido através da constante substituicao de

partes danificadas por tecido novo [28].

Em escala macroscopica, o tecido é dividido em o0sso cortical e 0sso esponjoso. O
primeiro, também denominado 0sso compacto, corresponde a parte externa, € denso,
pouco poroso e constitui cerca de 80% da massa do tecido. A parte interna é ocupada
pelo osso esponjoso (ou trabecular), de alta porosidade, menos denso e resistente.
Representando 20% da massa, 0 0sso trabecular envolve a medula dssea, € altamente
vascularizado e composto por placas finas designadas trabéculas [25,27].

O crescimento dos 0ssos ocorre com a formacgdo de novo tecido e a reabsorcéo parcial
de tecido ja existente, o que possibilita que os 0ssos mantenham sua forma durante o
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processo. No caso de fraturas, as membranas que envolvem 0s 0ssos (periosteo e
enddsteo) promovem intensa proliferacdo de células osteoprogenitoras. Estas penetram
nas extremidades quebradas promovendo a criacao de tecido 6sseo primario ao redor e
entre essas extremidades. Posteriormente, este tecido evolui para um calo dsseo que as
envolve e as une provisoriamente (Figura 2). As tracOes e pressdes exercidas sobre o
0sso durante a reparacgdo da fratura e pelo retorno do paciente a suas atividades normais

remodelam o calo e o substituem por tecido 6sseo secundario [27].

Proliferacao do M0
Peridsteo periésteo 0?50 Osso primario neoformado

C Fratura consolidada (tecido 6sseo secundario)

Figura 2 - Processo de reparacdo da fratura 6ssea por formacédo de novo tecido.
Adaptado de [27].

Neste contexto, vidros bioativos [28,29] e, mais especificamente, scaffolds produzidos a
partir desses materiais sdo uma alternativa promissora para o tratamento de fraturas e
doencas que afetam o tecido 6sseo devido a sua habilidade de suportar o crescimento de

células 6sseas e criar fortes ligacGes com o osso [3,30,31].

3.1.3. Scaffolds para ETO

A estratégia mais comum em ETO é a utilizacdo de scaffolds como estruturas que
substituem temporariamente a parte danificada do tecido, fornecendo suporte as células
e provendo o ambiente adequado que estimule e guie sua proliferacdo e diferenciacéo.
Moléculas bioativas, proteinas de matriz celular e horménios também sdo alocadas na

matriz de modo a orientar a regulacdo de fungdes celulares durante a regeneragéo,
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aumentando a biocompatibilidade das estruturas [19,22,32]. Ap6s células (do paciente
ou de doadores) serem acondicionadas no scaffold e maturadas in vitro, obtém-se um
biocompdsito que é implantado no local lesionado e a regeneracao tecidual continua a
medida que o material sintético € biodegradado e substituido por tecido. Outra
alternativa é implantar o componente sem o prévio cultivo celular ex vivo, caso em que
0 preenchimento da estrutura por células é feito in situ pelo tecido hospedeiro [4]. A

Figura 3 ilustra os trés componentes necessarios paraa ET.

Moléculas Bioativas

Fatores de crescimento, proteinas, horménios

Bioativacdo
Modificagdo quimica,
ativacao superficial,
. estimulos, comunicagéo
celular

Exigéncias bioldgicas
Adesao celular, proliferagdo
e diferenciacdo

Engenharia
de Tecidos
7
Células SCfoOldS
Células tronco, Propriedades estruturais Polimeros, Ceramicas,
. osteoblastos, fibroblastos, Porosidade, tamanho e Vidros Bioativos
condrocitos interconectividade de )

poros, propriedades Compositos

mecénicas

y
y.
S

Figura 3 - Diagrama esquematico dos elementos envolvidos na ET. Adaptado de [33].

Os biomateriais sdo fundamentais para que a regeneracdo 6ssea aconteca de forma
expressiva. Scaffolds devem propiciar condi¢cbes a ocorréncia dos fendbmenos de
osteogénese, osteoinducdo, osteoconducdo e angiogénese. O primeiro refere-se a
diferenciacdo de células 6sseas que induz a formacéo de novo tecido a partir de células
do préprio individuo ou de doadores. A osteoindugdo é o estimulo dado a células
primitivas e indiferenciadas para promover sua diferenciacdo em osteoblastos que

atuardo na formacdo de novo tecido. A osteoconducdo corresponde a capacidade que
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uma superficie tem de dar suporte estrutural & fixacdo de células osteoblésticas e
osteoprogenitoras, permitindo sua migragdo e crescimento dentro da estrutura [28]. Por
ultimo, os scaffolds devem ter a capacidade de induzir a angiogénese, isto €, a formacao
de novos vasos sanguineos, pois a vasculariza¢ao lenta ou insuficiente atrasa o processo
de cura [15]. Para tanto, os biomateriais devem estimular a habilidade natural que
células vivas possuem de regenerarem tecidos danificados [7] e, dessa forma,

caracteristicas e propriedades essenciais aos scaffolds sao [4,34,35]:

(a) porosidade aberta (minimo de 50%) altamente interconectada e poros com tamanhos
entre pelo menos 100 e 300 um (Figura 4) para favorecer o crescimento celular, a
vascularizacio do tecido e o transporte de nutrientes. E desejavel também certo grau de

porosidade em escala nanomeétrica para facilitar adesdo de células [4,34];

Figura 4 - Fotografia (a) e imagem obtida por microscopia eletronica de varredura (b)
de scaffold de espuma de VB produzida pelo método sol-gel. A porosidade total é de

88%, com poros entre 100 ¢ 500 um altamente interconectados. Fonte: [36].

(b) bioatividade, isto é, a habilidade de interagir ou se ligar ao tecido vivo;
(c) biocompatibilidade, de modo a garantir baixa resposta imunolégica do organismo;

(d) taxa de biodegradacdo semelhante a taxa de formacgdo do tecido, dado que essas
matrizes ndo se destinam a ser implantes permanentes. A necessidade de scaffolds
reabsorviveis ou degradaveis também se deve ao continuo processo de remodelacdo ao
qual o o0sso é submetido; a auséncia dessas caracteristicas aumenta o tempo de

regeneracao e restauracao do tecido [37].
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(e) quimica de superficie adequada para a adesao, diferenciacdo e proliferacdo celular;

(f) propriedades mecéanicas compativeis com aquelas do tecido a ser regenerado e que

sejam preservadas durante a degradacdo do componente;

(g) simular a composicdo e funcdo bioldgica da matriz extracelular, favorecendo a

regeneracao;

(h) apresentar um equilibrio entre porosidade, taxa de degradacdo e comportamento
mecanico [17,37,38].

Os processos de diferenciacdo e proliferacdo das células nos scaffolds séo
potencializados com a adicdo de moléculas bioldgicas que atuam favorecendo a
osteogénese. Fatores de crescimento como proteinas morfogenéticas 0sseas, fator de
crescimento transformador-p (TGF- B), fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) sdo exemplos de moléculas
utilizadas para otimizar a capacidade de regeneracao dssea das matrizes [37]. Ceramicas
sdo comumente utilizados na producdo de scaffolds. Materiais como a hidroxiapatita
(HA), o tricalcio fosfato (TCP) e os vidros e vitroceramicas bioativos a base de silica e
fosfato sdo notérios por se ligarem fortemente a tecidos duros e macios como
consequéncia de reagdes quimicas com fluidos fisioldgicos e por sua bioabsor¢do e
biodegradacdo gradual no organismo. Apesar da excelente bioatividade e resisténcia
mecanica superior a dos polimeros, sua utilizacdo ainda € limitada por sua fragilidade e
baixa tenacidade a fratura [3,33,37]. Dentre as diversas técnicas para a producdo de
scaffolds, o método freeze-casting se apresenta como um dos mais promissores para a
fabricacdo de estruturas com poros interconectados por ser simples, relativamente

barato e sustentavel, e permitir elevado controle sobre a estrutura de poros [12,13].
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3.2. VIDROS BIOATIVOS
3.2.1. Apresentacao

VBs sdo materiais amplamente estudados no campo da ETO [29]. Sua bioatividade,
osteoinducdo e osteoconducdo ja sdo propriedades bem estabelecidas e VBs tém sido
utilizados como proteses em cirurgias ortopédicas e maxilofaciais, como granulos e
particulados substituindo enxertos 6sseos em tratamentos de osteomielite crénica e em
aplicacBes dentarias. Desde o desenvolvimento do primeiro VB (Bioglass® ou 45S5)
por Larry Hench e colaboradores em 1969, varias outras composi¢Ges foram
desenvolvidas com a intencdo de obter produtos com processabilidade e bioatividade

aprimoradas, mas o0 45S5 continua sendo o VB de maior bioatividade conhecido [39].

Assim como outros vidros, VBs sdo compostos por 6xidos formadores de rede (SiOz,
P2Os) e podem conter modificadores de rede (Na.O, K>O, CaO) e também oxidos
intermediarios (ZnO, MgO, Al;03). Sua estrutura tridimensional € constituida por
tetraedros de éxidos formadores ligados covalentemente uns aos outros por atomos de
oxigénio [8,40]. Os éxidos modificadores alteram a estrutura, quebrando algumas
dessas ligacdes e aumentando o nimero de oxigénios ndo ligantes (Figura 5). O grau de
polimerizagdo da estrutura, também denominado conectividade de rede (CR), €
representado pela razdo entre o nimero de oxigénios ligantes e tetraedros de SiOs e
varia entre 0 e 4 [41], influenciando caracteristicas como tendéncia a cristalizacdo,
temperatura de transicdo vitrea (Tg) e bioatividade. O teor de silica relativamente baixo
(45 — 55%) dos VBs tradicionais faz com sua CR esteja entre 2,0 e 2,6, valores ideais
para taxas de dissolucdo e bioatividade adequadas [8]. No caso de vidros obtidos por
fusdo, valores de CR maiores os tornam ndo bioativos; para vidros obtidos por
processamento sol-gel, composicdes bioativas sdo possiveis mesmo para teores bem

elevados de silica [41].
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Figura 5 - Esquema bidimensional da estrutura de um vidro mostrando ions formadores

e modificadores de rede. Adaptado de [8].

Ao serem implantados, os VBs reagem com o fluido fisiol6gico, dissolvendo-se
gradualmente e liberando ions. Este processo leva a formacdo, em sua superficie, de
uma camada biologicamente ativa de hidroxiapatita carbonatada (HAC) similar a fase
mineral do 0sso, promovendo o desenvolvimento de uma interface que se liga quimica e

fisicamente ao tecido [42]. Cinco etapas séo propostas para esse mecanismo [40]:

a) Répida troca de ions Na* e/ou Ca?* com fons HsO" do fluido, formando grupos
silanol (Si-OH) na superficie do vidro e elevando o pH do meio devido a liberacdo
de fons. Se o vidro possuir fosfato em sua composicdo, fons PO4> também sio

liberados. Esta etapa é representada pela reacdo a seguir:
Si—0—Na*+H;0* > Si — OH + Na(,) + OH(yy

b) Ataque da rede de silica devido ao aumento da concentracdo de ions OH™ no meio,
causando a quebra das ligacdes Si-O-Si, a liberagdo de silica soltuvel na forma de
Si(OH)s, e a continuacdo da formacdo de grupos silanois na superficie do vidro

através da seguinte reacdo:
Si—0-Si+H,0 - Si—O0H+ Si—0OH

¢) Condensagdo e polimerizacdo dos grupos Si-OH, formando uma camada rica em

silica na superficie;
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d) Migragdo de ions Ca?* e POs*> para a superficie através da camada rica em silica do
fluido circundante, formando um filme amorfo composto por CaO-P.Os sobre a

camada polimerizada de grupos silanol;

e) Cristalizagdo do filme de CaO-P.Os pela incorporacdo de anions OH™ e COs* do
fluido, produzindo uma camada de hidroxiapatita carbonatada, na qual tanto os ions
PO,*> quanto os ifons OH  da hidroxiapatita (Caio(POs)s(OH)2) podem ser
substituidos por ions COs* [43]. Essa camada garante forte ligagdo com o 0sso, uma
vez que a hidroxiapatita € a fase mineral presente neste tecido [40].

A Figura 6 mostra o desenvolvimento da hidroxiapatita sobre a superficie de um VB
apo6s imersdo em SBF (Simulated Body Fluid), solugdo que se assemelha ao plasma

humano em relagdo a sua natureza e concentracéo de ions [44].

Figura 6 - Imagens de microscopia eletronica de varredura da superficie de uma amostra
de VB antes (a) e ap6s imersdo em SBF por 1 (b), 3 (c) e 7 dias (d). Fonte: [45].

A estrutura interconectada de poros garante aos VBs excelente capacidade angiogénica
e osteocondutora [6,8,19,46]. O fécil controle de sua composi¢do quimica permite
controlar também sua taxa de degradacdo de forma tornad-la mais ajustada a taxa de
crescimento e remodelagdo do osso [38]. Sua capacidade osteoindutora é resultado de
seus produtos de dissolucdo, como calcio e silica, que estimulam a diferenciacdo dos
osteoblastos, regulando a expressdo de genes que controlam a osteogénese e a
proliferacdo e adesdo dos osteoblastos [33,39,42]. A liberacdo de ions sollveis e
biologicamente ativos a taxas compativeis com a proliferacdo e diferenciacdo celular é
uma caracteristica que os distingue de outras classes de biomateriais e 0s torna muito
atrativos para a ETO [37].
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Apesar da sua excelente bioatividade, fatores que ainda limitam a utilizacdo de VBs,
principalmente em locais submetidos a cargas elevadas, sdo sua fragilidade e baixa
tenacidade a fratura. A tenacidade a fratura de vidros pertencentes ao sistema CaO-
Al,03-P,0s, por exemplo, costuma estar na faixa de 0,2 a 0,6 MPa-m*/2, Estes valores se
assemelham & tenacidade & fratura do osso trabecular (0,8 MPa-m¥?), mas sdo muito
inferiores aqueles correspondentes ao 0sso cortical (2 — 12 MPa-m*?) [47]. Além disso,
VBs de silicato apresentam forte tendéncia a se cristalizarem durante sinterizacao,
tratamento essencial para a consolidacdo das particulas e melhoria da estabilidade
mecénica. A presenca de fases cristalinas afeta negativamente a bioatividade do
material, pois atrasa a formacdo da camada de HAC [10], podendo também levar a
instabilidade do implante caso a cristalizacdo seja parcial, uma vez que as regides
amorfas se degradam mais rapidamente [40]. A busca por solucdes para o problema da
cristalizagdo envolve o desenvolvimento de vidros com diferentes composicOes, de
modo a avaliar a influéncia da adigdo e substituicdo de 6xidos sobre o comportamento

dos materiais durante tratamento térmico [48].

3.2.2. Vidros bioativos produzidos por processamento sol-gel

Apresentando-se como alternativa ao método convencional de fusdo e témpera, o
processo sol-gel vem sendo cada vez mais explorado para a producéo de VBs. Trata-se
de técnica de sintese quimica que envolve a formacdo, em temperaturas préximas a
ambiente, de uma suspensédo coloidal (sol) de precursores, como alcdxidos metalicos e
sais (inorganicos ou organicos), mediante reacGes de hidrolise e a subsequente
policondensacdo dos produtos, formando uma rede interconectada e tridimensional (gel)
com poros submicrométricos e cadeias micrométricas. Apos secagem, o gel passa por
um tratamento de sinterizagdo que elimina produtos remanescentes das reagOes e
promove o adensamento da estrutura amorfa [8,11,34]. Este método permite alto
controle da composicdo e obtencdo de vidros de maior pureza e homogeneidade que
aqueles produzidos por fusdo [49], além de possibilitar maior gama de composicoes
com comportamento bioativo [8]. Algumas outras vantagens dos VBs obtidos por sol-

gel séo:
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(@) baixas temperaturas de sintese, o que diminui as perdas por evaporagdo, 0 custo

energético, a poluicdo atmosférica e evitam reaces com o recipiente;

(b) nanoporosidade inerente — variando de microporos (< 2 nm) a mesoporos (entre 2 e
50 nm), sendo possivel até mesmo a obtencdo de macroporos (> 50 nm) — e,
consequentemente, alta area superficial especifica. Tais caracteristicas, atribuidas as
baixas temperaturas de processamento, proporcionam a eles bioatividade e taxa de
dissolucdo mais elevadas, melhorando sua resposta celular;

(c) possibilidade de se obter composi¢es mais simples, pois ndo é necessario adicionar

Oxidos que melhorem a processabilidade do material;

(d) diferentes morfologias, texturas e propriedades podem ser obtidas alterando-se a
taxa de hidrdlise, concentracdo e tipo de catalisador (&cido ou basico), pH da solucéo,
tempos de condensacdo, envelhecimento e secagem, e temperatura de calcinacdo
[8,34,50].

As reacdes envolvidas no processo sol-gel podem ser representadas utilizando-se como
exemplo a sintese de um vidro de silica. Os precursores mais comumente utilizados
neste caso sdo alcdxidos de férmula quimica Si(OR)n, no qual R é um grupo alquil,
como a funcdo etil (C2Hs) no caso do tetraetilortosilicato (TEOS, Si(OC2Hs)4). Tais
precursores sofrem hidrdlise geralmente na presenca de um catalisador acido, como
HCI, HNOs ou CH3COOH, com a substituicdo do grupo OR pelo ion hidroxila (reacdo a
sequir) [51,52]:

=Si—-OR+H,0 2 =S5i—0H+ROH

Hidrolises catalisadas por acidos levam a tempos de condensagdo mais longos que
aquelas catalisadas por bases, causando maior contracdo volumétrica do gel e,
consequentemente, produtos mais densos. A polimerizacdo ocorre a partir de reacGes de
condensacdo que envolvem grupos silanol (Si-OH), podendo haver formacéo tanto de

agua quanto de alcool como subprodutos através das seguintes reagoes:

=Si—-0OR + OH-Si= 2 =S5i—0-Si=+ ROH
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=Si—-0OH + OH-Si= 2 =Si—-0-Si= + H,0

Quando um numero suficiente de ligagdes Si-O-Si € estabelecido, ocorre a formacdo das
particulas coloidais que formam a chamada sol. A continuidade das reagdes de
polimerizacdo e a coalescéncia de particulas coloidais, processos que continuam a
ocorrer nas etapas de condensacdo e envelhecimento, levam a formacdo de uma rede
tridimensional (Figura 7) [51,53].

Figura 7 - Tetraedros de silica produzidos a partir da hidrélise da molécula de TEOS
formando uma particula coloidal (a), e a rede tridimensional de silica resultante da

coalescéncia de varias dessas particulas (b). Adaptado de [51,53].

A taxa de hidrdlise depende do pH e da razdo molar agua/alcéxido (R) utilizada. O
valor estequiométrico de R é quatro, mas é possivel usar menos agua, pois esta é um dos
produtos das reacOes de condensacdo [34,52]. Valores elevados de R (12 ou 15, por
exemplo) sdo mais comuns [11,54,55], pois aumentam a possibilidade de que a hidrolise

se complete antes que a condensacdo atinja estagios avancados [34,52].

Obter um produto homogéneo é o maior desafio no preparo de geis multicomponentes,
pois as diferentes reatividades dos precursores levam a taxas de hidrolises distintas,
podendo originar separacdo de fases. Para que isso seja evitado, pode-se realizar
primeiro a hidrélise dos compostos menos reativos, utilizar agentes complexantes como
acetilacetona, e usar precursores organometélicos menos reativos, como acetato de
calcio e trietilfosfato ao inves de Ca(NOz)2 e P20s, respectivamente [52]. A rota mais
comum para producdo de VBs envolve as etapas listadas a seguir [34,53], podendo
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haver a moagem do material antes e/ou apds o tratamento térmico para a produgdo de

particulados.

a) Adicdo dos precursores e catalisador a agua: a hidrolise dos precursores produz o sol,
uma dispersdo de particulas coloidais (1 a 100 nm). A condensacdo comeca a ocorrer

simultaneamente a hidrolise e de maneira concorrente durante a mistura;

b) Transferéncia da solugdo para moldes (etapa desnecesséria caso o recipiente onde a
mistura foi realizada for feito de material e formato adequado);

c¢) Condensacao ou gelificacdo: uma rede tridimensional de ligacbes Si-O-Si é formada
através do agrupamento e crescimento de unidades poliméricas (policondensacio). E a

transicdo do sol para o gel, na qual a viscosidade aumenta consideravelmente;

d) Envelhecimento: continuidade da policondensagdo simultaneamente a densificacao e
contracdo do material, reducdo da porosidade e aumento da resisténcia. Essa etapa é
essencial para diminuir a possibilidade de ocorréncia de fraturas durante a secagem. E
realizada durante alguns dias, a temperatura ambiente ou a temperaturas na faixa de 50 a

60 °C com o gel imerso na solucdo aquosa dos subprodutos das reacoes;

e) Secagem: consiste na eliminacdo do liquido e dos subprodutos das reacGes de
condensacdo presentes nos poros, originando uma rede interconectada de poros.
Geralmente ¢é feita em temperaturas por volta de 120 °C, entre 24 e 48 horas.

f) Estabilizacdo quimica: primeira etapa do tratamento térmico na qual ocorre remogéo
de ligacdes de silanol (Si-OH) da estrutura de poros, o que estabiliza o s6lido através da

eliminacdo de grupos OH" e formacéo de mais ligacdes Si-O-Si.

g) Sinterizacdo: segunda etapa do tratamento térmico para consolidar e densificar o
material, ocorrendo diminuicdo da porosidade e aumento de sua resisténcia mecénica. A

Figura 8 ilustra as etapas do processo sol-gel.
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Figura 8 - Fluxograma com as etapas do processamento sol-gel. Adaptado de [41].

3.2.3. O vidro bioativo 13-93

Para evitar a cristalizacdo durante tratamento térmico, a temperatura deve ser mantida
entre sua temperatura de transicao vitrea (Tg) e de inicio de cristalizacdo (Tic), intervalo
denominado janela de processabilidade. A extensdo desse intervalo depende da
conectividade de rede (CR) da silica e, portanto, da composicao do vidro. A maioria dos
VBs disponiveis comercialmente possuem CR ~ 2, o que torna sua janela de
processabilidade estreita. Além disso, elevadas areas superficiais especificas, apesar de
atuarem como forca motriz para a sinterizacdo, também favorecem a cristalizacdo,
fendmeno que se inicia na superficie [40,56]. A tendéncia a cristalizacdo pode ser
reduzida aumentando-se o teor de SiO2, 0 que diminui a propenséo a separacédo de fases
[57], mas isso aumenta a CR e reduz a bioatividade e a taxa de degradagdo do vidro.
Outra alternativa € a adicdo de 0xidos modificadores de rede, que expandem o intervalo

entre Ty e Tic, aumentando a energia de ativagdo para a cristalizagéo [40].

Com composic¢do baseada no 45S5, 0 VB 13-93 possui maior teor de SiO> e a presenca
de K20 e MgO como modificadores de rede adicionais, fatores que lhe conferem maior
CR [40,58] e janela de processabilidade mais extensa, respectivamente. O maior

intervalo entre Ty e Tic possibilita a sinterizacdo por fluxo viscoso, fendmeno que
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consiste em uma diminuicdo considerdvel da viscosidade do material e uma
consequente fusdo parcial, que facilita o transporte de matéria para as regifes entre as
particulas [59,60] e garante uma densificacio mais eficiente, frequentemente
preservando a estrutura amorfa [11,61]. Sua CR mais elevada (2,6) o torna menos
bioativo que o Bioglass® (CR = 2,12), podendo ser necessarios até sete dias para a
formacéo da camada de HAC sobre sua superficie, enquanto para particulas de tamanho
similar do VB 45S5, esse processo leva cerca de oito horas [40]. Fu et al. [62], por
exemplo, produziram scaffolds do VB 13-93 e realizaram testes de bioatividade in vitro.
Apos 7 dias de imersdao em SBF, imagens de microscopia eletrdnica de varredura
(MEV) e padrdes de difracdo de raios X (DRX) comprovaram o desenvolvimento de
uma fina camada superficial de HA. Ja é estabelecido que o VB 13-93 forma fortes
ligacGes com tecidos duros quando implantado [63] e é aprovado para uso in vivo tanto
nos Estados Unidos [64] quanto na Europa [55], comercializado pela Mo-Sci
Corporation (néo foi encontrado nome comercial para o produto).

Analises conduzidas por analise térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratéria
diferencial (DSC) mostram que os valores de Tg, Tic € T¢ (temperatura de cristalizacéo)
do VB 13-93 variam em funcdo da taxa de aquecimento empregada e do tamanho de
particula (e, consequentemente, da area superficial especifica) da amostra. Groh et al.
[65] analisaram, utilizando DTA, as propriedades térmicas de duas amostras deste vidro
obtidas por fusdo: a primeira consistia de particulas com tamanhos variando entre 160 e
250 pum, para a qual a curva obtida ndo apresentou nenhum pico exotérmico
correspondente a cristalizacdo e o valor de Ty medido foi 587 °C; no caso da segunda
amostra, composta por particulas menores que 160 pm, verificou-se a ocorréncia de
cristalizacdo e obteve-se os valores de 592, 932 e 977 °C para Tg, Tic e T,
respectivamente. Nawaz et al. [11] produziram este VB por processamento sol-gel,
obtendo valores de Ty e Tic consideravelmente menores que aquelas dos vidros
preparados por fusdo, como mostrado na Tabela 1, que compila propriedades térmicas

do VB 13-93 obtidas em alguns estudos.
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Tabela 1 - Propriedades térmicas do VB 13-93 obtidos em varios estudos

Técnica Taxa de Tamanho de
. - ] T4(°C) | Tic(°C) | Tc(°C) | Autores
de analise | aquecimento | particula (pum)
DTA 10 °C/min 160 a 250 587 — - Groh et al.
DTA 10 °C/min <160 592 932 977 [65]
) Fagerlund
DTA 20 °C/min 300 a 500 612 ~ 800 1038
et al. [66]
) Blaep et al.
DTA 10 °C/min <32 586 914 -
[58]
DTA 20 °C/min - - 853 - Arstila et
HTM* 20 °C/min - - 855 - al. [67]
_ Nawaz et
DsSC 10 °C/min <15 550 746 -
al. [11]**

* High-temperature optical microscopy

** Jnica amostra produzida por processamento sol-gel dentre as que constam na tabela

Coon et al. [63] estudaram a cristalizacdo do VB 13-93 obtido por fusédo por meio do
tratamento térmico de discos deste vidro. Amostras tratadas a 650, 700, 800, 900 e
1000 °C por 1 h foram analisadas por DRX e mostraram que 0 VB permaneceu amorfo
até pelo menos 800 °C. Picos de difracdo foram verificados a partir de 900 °C, sendo
que a unica fase cristalina detectada foi a wollastonita (CaSiOs). Fagerlun et al. [66]
sinterizaram amostras monoliticas deste vidro e relatam que os primeiros cristais foram
detectados ap0s tratamento de 1 h a 800 °C, identificando apenas a fase wollastonita.
Esta também foi a Unica fase cristalina encontrada por Blaep et al. [58] apds
sinterizacdo de compactos cilindricos a 810 °C por 1 h. Fu et al. [62] prepararam
scaffolds do VB 13-93 pela técnica de replicacdo polimérica a partir de particulas com
tamanho médio de 2 um. Os scaffolds permaneceram amorfos apds sinterizacdo a
700 °C por 1 h. Em todos esses estudos citados neste paragrafo, foi utilizado VB 13-93
obtido por fuséo.

Apesar das caracteristicas de processabilidade superiores do VB 13-93, sua sintese
através do método sol-gel ndo € muito explorada. Durante a elaboragdo desta reviséo
bibliogréfica, foram encontrados apenas trés artigos [11,55,68] que relatam a utilizacéo
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desta técnica para a producgdo deste vidro. Os resultados de dois deles sdo resumidos a
seguir. Deliormanli e Yildirim [55] obtiveram um produto parcialmente cristalino e
reportam que apés tratamento térmico de particulas do vidro a 610 °C ainda havia
nitratos remanescentes na estrutura. Sua remocdo foi verificada apds tratamento a
625 °C por 4 h, temperatura que também foi baixa o suficiente para evitar a
cristalizacdo. Em analise por FTIR, foram detectadas bandas na regido 950 — 1050 cm™,
atribuidas ao modo de vibracao de alongamento da ligacdo Si—O-Si, e bandas na regido
850 — 950 cm™, correspondentes & vibracio de grupos Si-O-2NBO e, segundo 0s
autores, associadas a presenca dos fons Na*, K, Ca** e Mg?" na rede vitrea. A
bioatividade do material sintetizado foi testada in vitro imergindo-se 1 g do vidro em
100, 500 e 1000 mL de SBF. Andlises foram realizadas ap6s 30 e 60 dias para
verificacdo da formacdo da camada de HA. Em 30 dias de imersdo, observou-se, nas
amostras imersas em 500 e 1000 mL, precipitados de fosfato de célcio com formato de
agulha cobrindo a superficie do vidro. Para a solucdo de 100 mL, uma quantidade
significativa de tais precipitados formou-se apenas apds 60 dias, com agregados
cobrindo parcialmente a superficie do VB. Analises por FTIR das amostras imersas por
30 dias em 100 e 1000 mL de SBF mostraram bandas de absor¢do correspondentes ao
modo de vibragdo de estiramento de ligacbes Si—-O em aproximadamente 1040 cm™, e
também bandas caracteristicas da ligagdo P-O em 560 cm™ e por volta de 600 cm?,

tomadas como indicacao da formacao da HA.

O produto sintetizado por Nawaz et al. [11] apresentava fases cristalinas, que foram
decompostas e substituidas por outras durante os tratamentos térmicos posteriores. Picos
exotérmicos observados a 633 e 703 °C em analises de DSC foram atribuidos ao inicio
do fenémeno de sinterizacdo baseado no fato de que, apés tratamento a 600 °C, o grau
de cristalinidade do material ainda era inferior a 10%, e também por ndo haver
associacdo desses picos a eventos de cristalizacdo na literatura existente sobre VBs
obtidos por fusdo. Tratamentos térmicos foram realizados a 600, 650, 700 e 750 °C por
4 h. Para as duas temperaturas mais baixas, verificou-se, majoritariamente, a
decomposicdo de nitratos e fases cristalinas ja presentes no vidro antes de qualquer
aquecimento. No entanto, houve também o desenvolvimento de fases cristalinas em

pequena quantidade, de modo que, a 650 °C, o grau de cristalinidade do vidro era em
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torno de 5%, com presenga de pequenas quantidades de P-tricalcio fosfato (B-TCP,
Ca3(PO4)2) e trimagnésio fosfato (Mgs(POas)2). A 700 e 750 °C foi verificada a
decomposicdo de mais algumas fases e 0 aparecimento de outras em quantidade mais
significativa (combeita (Na20-2Ca0-3Si02), CPS (Cals(PO4)2(SiO4)s) € também tragos
de cristobalita (SiO2) e arkemanita (Ca2Mg(Si2O7)), levando o grau de cristalinidade

para 90 e 57% respectivamente.

Quanto a producdo de scaffolds com o VB 13-93, os Unicos trabalhos encontrados
envolviam vidros obtidos por fusdo. Liu et al. [61], através do processo freeze-casting
utilizando canfeno como meio dispersante, prepararam estruturas cilindricas (7 mm de
didametro x 7 mm de altura) solidificadas de modos distintos e sinterizadas a 700 °C por
1 hora. Para amostras resfriadas a taxa constante de 7 °C-min™, os valores obtidos para
resisténcia a compressdo e modulo de elasticidade foram 47 £+ 5 MPa e 11 + 3 GPa,
respectivamente. No caso de amostras resfriadas em substrato a temperatura constante
de 3 °C, essas grandezas apresentaram, nessa mesma ordem, os valores de 35 + 11 MPa
e 8 + 3 GPa. A porosidade total das amostras (~ 50%) e a distribuicdo de tamanhos dos
poros ndo variaram em fungéo do tipo de resfriamento: todos os scaffolds apresentaram
porosidade total em torno de 50%, com tamanho de poros variando entre 50 ¢ 150 pum e
tamanho médio de cerca de 100 um. No entanto, os autores verificaram que taxas de
resfriamento mais elevadas resultam em poros mais alinhados e consequentemente,
melhores propriedades mecanicas, de modo que chegou-se a conclusdo de que as
amostras resfriadas a taxa de 7 °C-min apresentam uma combinacio favoravel de
resisténcia, rigidez e caracteristicas de poros para aplicacdo potencial no reparo de 0ssos
que suportam carga. Fu et al. [64], utilizando dois tipos de solventes, também
prepararam scaffolds através da técnica freeze-casting. Amostras produzidas em agua
apresentaram poros lamelares cujos tamanhos ficaram em torno de 20 a 30 um e
resisténcia a compressao que variou entre 5 MPa (para estruturas com 75% de
porosidade) e cerca de 20 MPa (para porosidade de 40%). No caso de amostras
produzidas em mistura de agua e dioxano, a estrutura de poros obtida foi colunar e os
tamanhos de poros variaram entre 90 e 110 um. A resisténcia a compressdo destas
estruturas aumentou de 10 MPa para 50 MPa, para valores de porosidade iguais a 70 e

35% respectivamente. Os autores concluiram que as amostras com estrutura colunar
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apresentaram potencial para serem aplicadas no reparo de 0ssos que suportam carga.
Em outro estudo destes mesmos autores [62], a técnica de replicacdo polimérica foi
utilizada para produzir scaffolds em forma de discos com 6 mm de didmetro e 2 mm de
espessura. Os autores realizaram um ensaio de compressdo com 8 amostras (porosidade
de 85 + 2%) e tomaram o maior valor de tensdo na curva tenséo x deformagéo como a
resisténcia a compressdo. O valor médio obtido para esta grandeza foi igual a 11 + 1
MPa, que esta na faixa do que é reportado para 0 0sso trabecular humano.

Os dados apresentados nos paragrafos anteriores deixam evidente o potencial de
aplicacdo do VB 13-93 e de scaffolds desse material em ETO. No entanto, essa
composic¢do ainda é muito pouco explorada em sinteses sol-gel e em processos freeze-
casting. Portanto, mais estudos sdo necessarios para melhor compreensdo tanto da
influéncia que o processamento sol-gel exerce sobre as propriedades deste vidro quanto
das performances mecénica e bioldgica de scaffolds deste material fabricados por
freeze-casting.

3.3. PROCESSO FREEZE-CASTING

3.3.1. Fundamentos

Para estimular e suportar o crescimento de novo tecido, os scaffolds devem apresentar
estrutura com poros suficientemente grandes, com diametros tipicos variando entre 100
e 300 um [4,38], e interconectividade de poros elevada de modo a favorecer a adeséo,
migracdo e proliferacdo de células [69,70]. Além de ser simples e relativamente barato,
0 método freeze-casting apresenta-se como uma estratégia viavel para a obtencdo de
matrizes com estrutura de poros adequada por permitir excelente controle sobre a
morfologia, orientagdo, tamanho, fragdo volumétrica e interconectividade dos poros
atraves da alteracdo de parametros de processo, tais como tipo de solvente, concentragdo
da suspensédo, temperatura de solidificacdo, taxa de resfriamento, adigédo e tipos de

aditivos e distribuicdo de tamanhos das particulas coloidais [13,71].
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O processo se inicia com o preparo de uma suspensdo coloidal na qual as particulas do
material sdo misturadas a um liquido juntamente com dispersantes e ligantes. A
dispersdo das particulas é importante para evitar a ocorréncia de segregacdo, 0 que
levaria a gradientes de densidade e porosidade na estrutura obtida. Os ligantes
proporcionam integridade e resisténcia aos corpos verdes (estruturas recém-fabricadas
que ainda ndo foram submetidas ao processo de sinterizacdo), evitando sua
desintegracdo durante ou apds a sublimacéo do solvente e garantindo manuseio seguro.
A suspensao é entdo resfriada [72], geralmente de maneira unidirecional, em molde com
laterais isolantes e base condutora, para obtencdo de uma estrutura verticalmente
alinhada e alongada [13]. Temperaturas negativas Sdo necessarias caso agua seja
utilizada, enquanto alguns solventes organicos permitem a ocorréncia do processo a
temperatura ambiente. Conforme os cristais do solvente se formam, as particulas em
suspensdo séo rejeitadas, ficando presas e concentradas entre os canais formados pelo
solido. O controle da solidificacdo é de grande importancia, pois é nesta etapa que a
estrutura de poros € desenvolvida. Em seguida o sistema é submetido a etapa de
liofilizacdo, na qual a reducdo da pressdo a valores extremamente baixos provoca a
sublimacdo do solvente. A porosidade é criada no local dos cristais e 0 corpo verde é
obtido a partir das particulas de soluto acumuladas. Ao fim da sublimacdo, o corpo
verde é sinterizado para que se densifique e adquira resisténcia mecanica [72]. As etapas

do processo estdo ilustradas na Figura 9.
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Figura 9 - Etapas do processo freeze-casting. Fonte: [72].

3.3.2. Influéncia de alguns parametros de processo

e Solvente

As caracteristicas do solvente (viscosidade, tensdo superficial, pressdo de vapor no
estado solido e a mudanca de volume durante a passagem para o estado sélido)
influenciam as condicGes de solidificacdo e as caracteristicas da estrutura de poros final,
uma vez que a porosidade é uma réplica dos cristais solidificados. Solventes comumente
utilizados sdo a agua, canfeno, alcool terc-butilico e a mistura de naftaleno e canfora

[72]. A Figura 10 mostra estruturas de poros obtidas com cada um desses solventes.
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Figura 10 - Efeitos de diferentes solventes sobre a estrutura de poros de scaffolds: (a)
hidroxiapatita em agua, (b) alumina em canfeno, (c) alumina em naftaleno/canfora e (d)

titanato zirconato de chumbo em alcool tercbutilico. Fonte: [73].

O canfeno origina uma estrutura de poros dendritica. A utilizacdo de alcool tercbutilico,
por sua vez, resulta em poros prismaticos e, para a mistura de naftaleno e canfora, a
morfologia dos poros varia em funcdo da proporcao dos dois liquidos que € utilizada
[74,75]. Quando o solvente é dgua, a estrutura de poros é lamelar [13,72,73], resultado
das caracteristicas de crescimento dos cristais de gelo (Figura 11) que, ao longo da
direcdo a, é entre cem e mil vezes mais rapido que ao longo da direcdo ¢ [72]. Até onde
se sabe, ndo existem estudos que relacionam um tipo especifico de estrutura de poros a
melhores propriedades para aplicacdo dos scaffolds em ETO, mas propriedades
mecanicas distintas sdo obtidas com solventes diferentes [64,76]. Além disso, 0s
estudos envolvendo a técnica freeze-casting para o preparo de scaffolds [61,76-78]
apresentam uma variabilidade muito grande no que diz respeito aos parametros de
processo (tipo de solvente, tipo e quantidade de aditivos, carga de soélidos, taxa de
resfriamento etc.), de modo que comparacdes diretas ndo séo adequadas para se decidir

que solvente utilizar.
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(a) Estrutura cristalina do gelo (b) Morfologia de crescimento dos cristais (c) Estrutura de poros resultante
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Figura 11 - Estrutura cristalina do gelo (a) e anisotropia de crescimento dos cristais (b),

que ddo origem a material e estrutura de poros lamelares (c). Adaptado de [79].

e Condic0es de solidificagdo

O crescimento dos cristais se da ao longo do gradiente de temperatura e, com controle
adequado, canais de poros sdo originados na amostra inteira. A taxa de nucleacdo
também é importante: se a suspensdo € posicionada sobre suporte mantido a uma
temperatura negativa e constante, a solidificacdo inicial é instvel e a orientacdo dos
canais lamelares paralelos é aleat6ria; por outro lado, o resfriamento do suporte a uma
taxa constante a partir da temperatura ambiente faz com que a nucleacdo ocorra de
maneira relativamente homogénea, e uma estrutura de poros mais orientada e continua é
formada [72].

A cinética de solidificacdo também influencia a porosidade. Quanto maior a taxa de
resfriamento, maior o gradiente de concentracdo e mais rapidamente a frente de
solidificacdo avanca, originando poros mais finos e desordenados. Como consequéncia,
0 material obtido apresenta resisténcia mais elevada. No caso da agua, quanto mais
rapido o crescimento dos cristais na direcdo do gradiente de temperatura, mais limitado
torna-se o crescimento ao longo do eixo ¢ (ver Figura 11) e mais finas séo as lamelas.
Quando as taxas de resfriamento sdo baixas, a difusdo das particulas na interface é mais
eficiente e cristais maiores sdo gerados. Ou seja, resfriamentos mais lentos séo
necessarios para se obter poros de algumas centenas de micrometros [12,79]. A Figura
12 evidencia o efeito da velocidade de resfriamento sobre a estrutura de poros.

Considerando a aplicacdo dos scaffolds, € necessario um equilibrio entre porosidade e
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propriedades mecanicas [12], de modo que, com uma taxa de resfriamento muito
elevada, € menos provavel de se obter poros grandes o suficiente para o crescimento
adequado do tecido dentro da estrutura e taxas muito lentas podem gerar poros tdo
grandes, que os componentes produzidos acabam apresentando fragilidade muito
elevada [4,38].

(a) Temperatura ambiente

Figura 12 - Imagens por microscopia eletronica de varredura de scaffolds de alumina
produzidos por freeze-casting em naftaleno/canfora. Os materiais foram resfriados a

temperatura ambiente (a), em um freezer (b) e em nitrogénio liquido (c). Fonte: [80].

e Formulacéo da suspensao

A porosidade da estrutura estd fortemente relacionada a carga de solidos na suspenséo
(Figura 13). Cargas menores geram volume e tamanho de poros maiores, mas originam
scaffolds mais frageis e menos resistentes. Para porosidades abaixo de 40%, a estrutura
deixa de ser interconectada, de modo que um equilibrio razoavel entre porosidade e

resisténcia mecanica é obtido em scaffolds com volume de poros entre 40 e 60% [12].
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SiyN, Fukasawa 2002

Alumina, Deville 2006, sintered 1550°C

Alumina with Glycerol, Sofie 2001, sintered 1650°C
Alumina, Fukasawa 2001, sintered 1400°C

Alumina, Fukasawa 2001, sintered 1500°C
Alumina, Fukasawa 2001, sintered 1600°C
Alumina, camphene, Araki 2004, sintered 1600°C
Alumina, Moritz 2006, sintered 1700°C

Alumina, camphene, Araki 2005

Alumina, eutectic camphene-naphtalene, Araki 2004
Alumina, hypoeutectic camphene-naphtalene, Araki 2004
Alumina, hypereutectic camphene-naphtalene, Araki 2004
Alumina, camphene, Koh2007

Alumina, TBA, Chen 2007

Hydroxyapatite, camphene, Lee 2007
Hydroxyapatite, Deville 2006

Hydroxyapatite, Yoon 2007

8YSZ, Sofie 2007

NiO-YSZ, Moon 2003, sintered 1400°C

YSZ, Bettge

Bioactive glass, Song 2006

Glass, Deng 2007

PZT, Lee 2007

Figura 13 — Porosidade em funcédo da carga de sélidos na suspensdo para diversos

materiais ceramicos produzidos por freeze-casting. Fonte [72].

A distribuicdo de tamanho das particulas também exerce influéncia sobre a porosidade

(Figura 14): quanto mais finas aquelas, mais homogénea e densa sera a estrutura, pois

particulas grandes se empacotam de maneira menos eficiente, tornando mais dificil que

a morfologia dos cristais do solvente seja replicada [72].

Figura 14 - Influéncia do tamanho de particula sobre a morfologia dos poros. Particulas

finas (a) replicam detalhes do cristal do solvente, 0 que ndo ocorre no caso de particulas

grosseiras (b). Fonte [72].
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A estabilidade das suspensdes é obtida com aditivos que evitam a aglomeracdo e
garantem a homogeneidade do material [72]. Texaphor® e &cido citrico sdo exemplos,
respectivamente, de tensoativo e anticoagulante que estabilizam a suspenséo [81]. Além
disso, aditivos também podem alterar a cinética de solidificacdo, modificando a forma
dos cristais do solvente e, consequentemente, a morfologia dos poros. Gelatina, glicerol,
cloreto de sodio e sistemas binarios agua/alcool sdo comumente empregados para esse
fim [12,13]. Zuo et al. [80] constataram que o uso de PVA na producdo de
hidroxiapatita por freeze-casting aumentou a porosidade aberta e a conectividade dos
poros em relacdo ao processo sem o aditivo, e que a presenca do polimero e 0 aumento
de sua concentragdo originaram poros menores. Lebreton et al. [82] compararam 0 uso
de glicerol e PVA na producdo de alumina por freeze-casting, verificando que o
segundo gerou poros maiores. Além disso, a adicdo de 2 a 4% (em massa) de PVA foi
suficiente para produzir scaffolds que resistissem ao manuseio, enquanto o teor de

glicerol precisou ser de 10% (em massa) para a obtencao de estruturas resistentes.

Sdo varios os parametros de processo que influenciam o freeze-casting. Considerando
esse fator e o pequeno numero de estudos que envolvem a utilizacdo dessa técnica para
a producdo de scaffolds do VB 13-93, principalmente utilizando-se d4gua como meio
dispersante, é evidente a necessidade de uma melhor verificacdo e compreensdo acerca
das propriedades das estruturas produzidas com vidros de composi¢bes complexas
através desse processo em meio aquoso. Dentre os poucos estudos envolvendo a
fabricacdo de estruturas desse vidro por meio desta técnica, apenas um [64], ja
detalhado na secdo 3.2.3, reporta a utilizacdo de dgua como meio dispersante. Mais
estudos se fazem necessarios utilizando-se parametros diferentes para a verificacdo de
como as propriedades dos scaffolds sdo afetadas, principalmente em termos de
tamanhos de poros e propriedades mecanicas. Quanto a utilizagdo de aditivos, resolveu-
se que a literatura seria seguida como referéncia com o objetivo de se obter uma
suspensdo estavel e corpos verdes resistentes o suficiente para serem manuseados,
considerando também que quantidades muito elevadas desses compostos, apesar de
melhorarem as propriedades mecéanicas, contribuem para a obtencdo de poros muito

pequenos.
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1. SINTESE DO VIDRO BIOATIVO 13-93

A sintese do VB 13-93 foi realizada por meio do método sol-gel. Sua composi¢do molar
¢ dada por 54,6 %SiO, — 22,1 %CaO — 6 %NaO — 1,7 %P,0s — 7,7 %MgO —
7,9 %K20. Os precursores desses Oxidos foram: tetraetilortosilicato (TEOS / Aldrich /
98%), o nitrato de célcio tetrahidratado (Ca(NOs)-4H2O / Sigma-Aldrich / 99%), o
nitrato de sodio (NaNOsz / Sigma-Aldrich / 99%), o trietilfosfato (TEP / Aldrich /
99,8%), o nitrato de magnésio hexahidratado (Mg(NO3)2-6H20 / Anidrol / PA) e 0
nitrato de potassio (KNOs / Sigma-Aldrich / 99%). Utilizou-se ainda agua deionizada
MilliQ® como solvente para as rea¢des de hidrélise e acido nitrico (HNOs / Anidrol /

65%) como catalisador.

O procedimento de sintese foi similar aquele descrito por Deliormanh e Yildirim [55].
A temperatura ambiente foi inicialmente preparada solucdo aquosa de HNO3 (0,3 M).
Em seguida, TEOS foi adicionado lentamente e o sistema foi mantido sob agitacéo a
temperatura ambiente até homogeneizacdo (cerca de 30 min). A relacdo molar H>O:
TEOS foi mantida em 15: 1. Apos esse intervalo foram adicionados, nesta sequéncia,
TEP, NaNOs, Ca(NO3)2-4H20, KNO3 e Mg(NO3)2-6H20. Cada precursor foi adicionado
cerca de 30 min apds o anterior, quando a solucdo ja tinha se tornado homogénea. A
relagdo molar TEOS: TEP: NaNOzs: Ca(NO3)2-4H20: Mg(NOz3)2:6H.0: KNO3 foi fixada
em 1: 0,06: 0,22: 0,40: 0,14: 0,29. No momento da adicdo do KNOs, o sistema foi
aquecido a 60 °C, pois, em tentativas anteriores da sintese, verificou-se que o sal KNO3
ndo estava sendo dissolvido completamente a temperatura ambiente. Nao foram
encontrados outros trabalhos que mencionassem tal procedimento, mas 0 aquecimento
foi a Unica alternativa encontrada para tentar aumentar o limite de solubilidade do sal
em questdo. Ainda a 60 °C, a solugéo final foi agitada por 2 h em recipiente fechado
para garantir sua homogeneizagao e, entdo, armazenada a temperatura ambiente por 3
dias para permitir a formacdo do gel. Apos esse intervalo, o recipiente foi aberto
parcialmente e o gel foi acondicionado em estufa para envelhecimento a 60 °C por 48 h

e secagem ao ar a 120 °C por 24 h. A amostra seca foi macerada em almofariz de agata
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e parte dela foi utilizada para caracterizagOes e outra parte tratada termicamente por 4 h
a 625 °C utilizando taxa de aquecimento de 3 °C/min. Essa temperatura foi escolhida
com base nos trabalhos de Deliormanli e Yildirim [55,83], que verificaram que 625 °C
foi suficiente para eliminar nitratos e conservar a natureza amorfa do vidro. Apo6s o
tratamento térmico, o material foi macerado em moinho de bolas por 12 h para quebra
de aglomerados e homogeneizacdo do seu tamanho de particula. O processo de sintese

do VB esta representado na Figura 15.

Mistura de Envelhecimento Secagem
H,O + HNO; + TEOS 60°C/48h 120°C/24h

Agitacio por 30min

. Condensacao Moagem
Adicao de TEP (armazenamento por 72 h) (gral e pistilo)

Agitagdo por 30min Agitacdo por 2h

Adicao de

Adicdo de NaNO, Tratamento

Mg(NO;),6H,0

térmico

Agitacio por 30 min Agitacdo por 30min
itagdo por 30min e
Agitagiop Adicao de
KNO,
Aquecimentoa60°C -

Figura 15 - Fluxograma do processo de sintese sol-gel do VB 13-93.

Moagem por 12 h

{moinho de bolas)

4.2. PREPARO DOS SCAFFOLDS: PROCESSO FREEZE-CASTING

Os scaffolds foram produzidos pelo processo freeze-casting, utilizando-se dgua como
solvente. Esta escolha deve-se ao fato de este liquido tornar o processo ambientalmente
sustentavel, apresentar baixo custo, a versatilidade que seu uso proporciona em relacéo
a grande variedade de ligantes e dispersantes hidrofilicos que podem ser escolhidos.
Além disso, considerou-se que, durante a revisao bibliografica, foi encontrado apenas
um estudo utilizando o VB 13-93 no preparo de scaffolds do VB 13-93 por freeze
casting, o que proporciona certo grau de originalidade a pesquisa. As amostras
produzidas foram separadas em grupos caracterizados pelos diferentes tempos de

sinterizacdo: 2, 4 ou 8 h.
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Apo6s a moagem, visando maior eficiéncia no processo freeze-casting e maior
estabilidade da suspensdo preparada com o vidro, decidiu-se pelo peneiramento das
particulas de VB para a obtencdo de uma distribuicdo de tamanhos mais fina do que
aquela proporcionada apenas pela moagem. Utilizou-se peneira com malha de 38 pm
(400 Mesh), pois foi aquela com malha mais fina disponivel no laboratorio. Apenas o
material passante nesta peneira foi utilizado para a producdo dos scaffolds, na tentativa
de se obter uma suspensao estavel e eficiéncia no processo freeze-casting. Além disso,
seguindo como referéncia a literatura disponivel sobre a utilizacdo do VB 13-93 na
fabricacdo de scaffolds por freeze-casting [64,76] e objetivando-se a obtengdo de
estruturas que apresentassem um equilibrio entre porosidade e resisténcia mecanica
[12], a carga de particulas de VB foi fixada em 20 %vol. Acido citrico (Synth, pureza >
99,5%) e PVA (My = 9.000 — 10.000, 80% hidrolisado, Sigma Aldrich) foram
utilizados como dispersante e ligante, respectivamente. Para 0 preparo da suspenséo,
primeiramente, 0 PVA (2% em peso da massa de VB) e o &cido citrico (1% em peso da
massa de VB) foram adicionados a um recipiente com agua a temperatura ambiente e a
solucdo foi agitada durante 30 min. As fracdes desses compostos foram decididas com
base em valores geralmente encontrados na literatura para ligantes e dispersantes
[64,82]. As particulas de VB foram acrescentadas ao sistema e a suspensdo foi mantida

sob agitacdo por 3 h.

As suspensdes foram vertidas em moldes cilindricos (10 mm de didmetro e 30 mm de
altura) de politetrafluoretileno (PTFE) e submetidas ao processo freeze-casting. Para o
congelamento, uma das extremidades dos moldes foi posicionada sobre placa de cobre
(cold finger) que, por sua vez, estava em contato com nitrogénio liquido. As laterais dos
moldes ndo estavam em contato direto com o nitrogénio e, portanto, foi possivel
garantir que a solidificacdo ocorresse unidirecionalmente, criando uma estrutura de
poros orientada verticalmente. Estudos envolvendo o preparo por meio do processo
freeze-casting em agua de scaffolds de VBs e bioceramicas a taxas de resfriamento bem
elevadas [64,70,77,82], inclusive com utilizacdo de nitrogénio liquido em alguns casos,
relatam a obtencdo de poros com didmetro de apenas algumas dezenas de micrometros,
valores insuficientes para estruturas destinadas a ETO. A utilizacdo de um congelador

permitiria que poros maiores fossem obtidos devido a menor taxas de resfriamento [84].
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Entretanto, testes preliminares realizados mostraram que as particulas de vidro em
suspensdo decantavam antes que a solidificacdo ocorresse, levando a decisdo de se usar

nitrogénio liquido para acelerar a etapa de congelamento.

Para a etapa de liofilizagdo (freeze-drying), foi utilizado liofilizador Liotop L101. A
temperatura ambiente, os corpos verdes foram submetidos a condicdo de presséo
reduzida (~ 200 pmHg) para a sublimacdo do solvente. Os corpos verdes passaram,
entdo, por um tratamento térmico que envolveu duas etapas: um patamar a 300 °C por
2 h para eliminagéo dos aditivos organicos, e sinterizagdo a 650 °C para consolidacdo e
densificacdo da estrutura. A escolha desta temperatura foi baseada nas temperaturas de
fusdo (Ty), transicdo vitrea (Tg), e de inicio (Tic) e pico (T¢) da cristalizagdo do VB
sintetizado, obtidas por analises térmicas. De modo a verificar a influéncia da
sinterizacao sobre as propriedades dos scaffolds, amostras foram sinterizadas por 2, 4 ou
8 h e as estruturas obtidas foram caracterizadas quanto as suas propriedades mecanicas e
fisicas. O fluxograma exibido na Figura 16 ilustra o processo freeze-casting utilizado,

seguido das etapas de liofilizacdo e sinterizacao.

Peneiramento em
tamento térmico

Particulas < 383 pum_

Agua + dcido citrico +
PVA

(temperatura ambiente)

Liofilizacdo

Agitagdo 30min

Resfriamento/
{Nitrogénio liquida)

Particulas VB {20% vol.)

Agitagdo 3h +
ultrassom 15 min

Vazamento em

moldes

Figura 16 — Fluxograma do processo freeze-casting.
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4.3. CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS PREPARADOS

As particulas de VB foram caracterizadas por granulometria a laser, picnometria de gas
He, adsorcdo de N2, termogravimetria (TG), analise térmica diferencial (DTA), difracdo
de raios X (DRX), espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectrometria de raios X por

dispersdo em comprimento de onda (WDS).

Os scaffolds sinterizados foram caracterizados por MEV, picnometria de gas He,
microtomografia de raios X (micro-CT) e sua resisténcia a compressao uniaxial foi
medida a temperatura ambiente. Também foram realizados ensaios de bioatividade por
meio da imersdo de fragmentos das estruturas em SBF e, ap0s esta etapa, as estruturas
foram analisadas novamente por DRX, MEV, FTIR e EDS para verificacdo da

formagdo da camada de HA sobre sua superficie.

e Granulometria a laser

O conhecimento da granulometria é importante antes de executar o processo freeze-
casting, que requer particulas de tamanhos pequenos para 0 preparo de uma suspensao
estavel e para melhor eficiéncia na formacéao das estruturas. Para obter a distribuicdo de
tamanho das particulas apds a moagem em moinho de bolas, ensaios de granulometria a
laser foram realizados em duplicata. O ensaio se baseia no fendmeno de espalhamento
de luz por particulas em suspensdo. Um feixe de luz é incidido em uma suspenséo de
particulas contida em uma célula estreita e transparente. Apos ser difratada e espalhada
pelas particulas, a luz passa por uma lente e é focalizada em detectores, formando um
padréo de difracdo na forma de anéis concéntricos. O angulo entre a luz incidente e a
luz difratada € inversamente proporcional aos tamanhos das particulas e esta
relacionado ao espacamento entre os anéis do padrdo de difracdo. A distribuicdo dos
tamanhos de particulas é obtida combinando-se o padrdo de difracdo obtido com o um

padrdo calculado por modelos matematicos [85].

As analises foram realizadas em um granulémetro Cilas 1064, operando-se com laser de

820 nm, com determinacdo da distribuicdo pelo metodo Fraunhofer. A faixa de
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deteccdo do equipamento ¢ de 0,04 pum a 500,00 um. Ultrassom foi aplicado durante
toda a andlise, ndo foi utilizado agente dispersante e os ensaios foram conduzidos em

agua filtrada. As analises foram realizadas em duplicata.

e Picnometria de gas Hélio

O picndémetro de Hélio € constituido por duas cAmaras de volumes conhecidos ligadas
por uma valvula: a cdmara na qual a amostra é colocada e a cdmara de expansao. Antes
da andlise, a amostra é colocada na respectiva camara e é purgada com gas He por
varios minutos para remocdo de impurezas e umidade. O sistema é entdo isolado do
ambiente externo e colocado a uma presséo baixa, préxima da atmosférica. A valvula de
expansdo é fechada e a camara da amostra é pressurizada até uma pressdo P1. Depois
disso, abre-se a valvula e 0 gas se expande, passando a ocupar ambas as camaras, agora
a uma pressdo P2, menor que P1. Admitindo-se um comportamento ideal do He, o
volume do sélido pode ser calculado a partir da Equacéo (1) [86,87]:

Py - (Vca = Va) =P - (Vga — Va + VE) (Equacéo 1)

em que Vca é 0 volume da cdmara da amostra, Ve é 0 volume da cdmara de expansao e
Va é 0 volume da amostra. A densidade do solido é automaticamente calculada pelo
picndmetro através da relacdo entre sua massa (introduzida como dado de entrada) e o
volume derivado da Equacdo 1.

Os ensaios foram realizados em equipamento Quantachrome — Ultrapycnometer 1000.
Aplicada ao material particulado (apds moagem em moinho de bolas), a técnica
permitiu estimar sua densidade tedrica ou verdadeira (pv) [88,89]. A amostra analisada,
ja tratada termicamente a 625 °C, exibia massa de 2,59 g e seu preparo envolveu
secagem ao ar a temperatura de 100 °C por 24 h. Ao todo, vinte medicGes foram
realizadas e a densidade foi obtida como a media dessas vinte medi¢Oes. Para 0s
scaffolds, a picnometria de He foi utilizada para estimar a densidade aparente da
amostra e, a partir deste valor, foi realizado o calculo da porosidade da estrutura através
da Equacdo (2), onde ps (g-em™) ¢é a densidade aparente e pv (g-cm?), a densidade

verdadeira do material [29,90].
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Porosidade(%) = 100 x (1 - &> (Equacdo 2)

v

e Adsorcao de N2

A técnica de adsorcdo de N2 se baseia na fisissor¢do de moléculas gasosas na superficie
do sélido analisado. A etapa de preparacdo da amostra (desgaseificacdo) envolve
aquecimento e aplicacdo de vacuo para a remocao de umidade e outros contaminantes
de sua superficie e do interior de seus poros. A amostra € entdo colocada na camara de
analise e resfriada a 77 K. O géas adsorvato (N2) é injetado na camara e curva isoterma
de adsorcdo é derivada das medicdes do volume de gés adsorvido em funcéo da presséo
relativa. A medida que o processo prossegue, o gas adsorvido forma uma fina camada
(monocamada) em toda a superficie da amostra e nas paredes internas dos poros. Nessa
fase, a area superficial especifica pode ser calculada usando a teoria de Brunauer,
Emmett e Teller (BET) e o modelo de Langmuir. A adsor¢do continua e formam-se
varias camadas de adsorc¢do, resultando no preenchimento dos mesoporos, fenbmeno
chamado de condensacdo capitar. Nesse ponto, os tamanhos dos poros podem ser
derivados usando o método de Barnett, Joyner e Halenda (BJH). Quando os poros estdo
completamente saturados com moléculas de adsorbato, o volume total de poros da
amostra é calculado. Depois disso, 0 gas € retirado e as isotermas de dessorcdo sdo
geradas. Uma histerese € notada quando as isotermas de adsorcdo e dessorcdo nao se
sobrepdem completamente e, a partir dessas isotermas e loops de histerese, varias
informacdes importantes podem ser obtidas, incluindo formas de poros, distribuicdes de
tamanhos de poros, volume de poros e areas de mesoporos e microporos [91,92].

A éarea superficial especifica, o volume especifico de poros e o tamanho médio de poros
do VB apds tratamento térmico foram utilizando equipamento Quantachrome Nova
2200. Essas analises sao importantes, pois a area superficial especifica e a porosidade
influenciam fortemente a bioatividade do VB. As amostras foram previamente
desgaseificadas sob vacuo a 120 °C por 12 h. A area superficial especifica foi calculada

por meio do método de Branauer—Emmett—Teller (BET), enquanto o volume especifico
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e a distribuicdo de tamanhos de poros foram estimados pelo método Barrett—Joyner—
Halenda (BJH).

e TGeDTA

O estudo do comportamento térmico do VB foi realizado por meio de analise
termogravimétrica (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA). A TG possibilita
determinar faixas de temperaturas nas quais ocorrem processos fisico-quimicos como
decomposicdo, desidratacdo, oxidacdo, combustdo, vaporizacdo e dessor¢do. Por meio
da técnica de DTA, avalia-se quantitativamente as fracGes de energia envolvidas em
processos endotérmicos e exotérmicos, possibilitando a obtencéo de propriedades como
Ty, Tic, Tc e Tt, 0 que facilita a definicdo da temperatura adequada para a sinterizagao.
Os ensaios foram realizados com uma amostra em analisador térmico simultaneo TA
Instruments Q600 sob fluxo de N2 (500 mL/min) e taxa de aquecimento de 10 °C/min,
utilizando-se cadinho de platina (Pt) e partindo-se da temperatura ambiente até 1000 °C.

e DRX

Esta técnica é baseada na interacdo entre raios X e a amostra. O material é irradiado
com raios X e a interacdo da radiacdo com a matéria difrata os raios incidentes. Quando
a interferéncia é construtiva, € possivel relacionar o comprimento de onda da radiacédo
eletromagnética com o angulo de difracdo e o espacamento da rede em uma amostra
cristalina. Os raios X difratados sdo entdo detectados, processados e contados. Ao
escanear a amostra através de uma faixa de angulos, todas as direcbes possiveis de
difracdo da rede devem ser alcancadas devido a orientacéo aleatéria do material em po.
A leitura dos raios difratados gera um padrdo de difracdo com picos e a conversao dos
picos de difracdo em espacamentos d permite a identificacdo do mineral porque cada
mineral possui um conjunto de espacamentos d Unicos. Se o material ndo apresentar
fases cristalinas ou essas fases estiverem abaixo do limite de deteccdo da técnica, picos

ndo sdo gerados, indicando uma estrutura majoritaria ou completamente amorfa [93].

A técnica de DRX foi utilizada antes e apds sinterizacdo para determinar se 0s materiais

preparados apresentavam natureza amorfa ou cristalina. Além disso, a técnica
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possibilita avaliar também a formacdo da camada de HA apds sua imersdao em SBF. As
analises foram realizadas em difratbmetro PANalytical Empyrean a 40 kV e 40 mA. Os
difratogramas foram obtidos de 3,03 a 89,6° utilizando passo de 0,06 /s (20) e radiagdo
CuKq (A = 1,54 A). N&o houve preparacdo das amostras além da moagem em moinho de
bolas. A base de dados JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction Standards) foi

usada como referéncia.

e FTIR

Esta técnica se baseia na absor¢do de radiacdo na regido do infravermelho por
moléculas, que convertem essa radiacdo em vibracdo molecular caracteristica da
natureza das ligacBes quimicas presentes na amostra. O espectrdmetro mede essa
absorcdo em funcdo do comprimento de onda e o resultado € um espectro especifico
para cada tipo de molécula [94,95]. Dessa forma, esta técnica possibilita verificar a
composicdo do VB por meio da identificacdo de bandas de absorgdo tipicas de certos
grupos quimicos. Ela foi aplicada ao vidro particulado, antes e apds tratamento térmico,
e a amostras pulverizadas dos scaffolds referentes aos trés tempos de sinterizagdo logo
apos sua sinterizacdo e depois dos ensaios de bioatividade em SBF. Os ensaios foram
realizados em espectrometro Bruker Alpha equipado com acessorio de refletancia total
atenuada (ATR) e cristal de diamante. Os espectros foram obtidos na faixa espectral
entre 4000 e 400 cm, com resolucdo de 4 cm™ e 128 varreduras. Para a plotagem dos
espectros, para cada um deles, as curvas foram normalizadas dividindo-se todos os

valores de absorbancia pelo maior valor presente na curva.

e MEV, EDS e WDS

A anélise por MEV do material particulado, realizada para verificar a morfologia e
tamanho das particulas, foi feita em equipamento FEG - Quanta 200 FEI, operando a
uma tensdo de 20 kV. A amostra foi recoberta com fina camada de ouro pelo método
sputtering, pois o vidro ndo € um material condutor de eletricidade. A comparacéo entre
a distribuicdo granulométrica obtida através da anélise de Granulometria a Laser com 0s
tamanhos das particulas observados por MEV, foi utilizado, nas imagens apresentadas,

o0 software ImageJ para tragar retas que destacassem as dimensdes dessas particulas.
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Os testes de EDS, que fornecem informacgdes qualitativas sobre a composi¢do quimica
do material, foram realizados usando um sistema NORAN acoplado ao microscopio
supracitado. O principio de funcionamento do EDS se baseia na detec¢do de raios-X
emitidos pela amostra durante as transicdes eletronicas ocasionadas por um feixe de
elétrons que incide na amostra. As transicdes eletrbnicas causadas pelo
bombardeamento da amostra promovem a emissdo de raios X, que sdo lidos pelo
equipamento. Como cada elétron de cada elemento quimico possui energia de emisséo
bem definida, o equipamento o identifica. Assim que o detector |1é esses sinais, um
espectro de contagens de raio-X (cps/eV) versus energia (keV) é gerado, com o eixo de
contagens fazendo referéncia as unidades de fétons, relativos a energia das transicoes

eletronicas de cada elemento quimico que atingem o detector por unidade de area.

A técnica de WDS ¢é usada para isolar os raios X de interesse para analises quantitativas.
Assim como no EDS, raios X sdo emitidos pela amostra apds excitacdo por um feixe de
elétrons. Essa radiacdo € filtrada (por um cristal analitico) e um Unico comprimento de
onda é transmitido para o detector, ou seja, 0s elementos de interesse sdo analisados um
de cada vez e, para cada um deles, o comprimento de onda que passa pelo filtro é
selecionado através da alteracdo da posicao relativa entre o cristal e a amostra. Uma vez
que as intensidades de raios X de cada elemento sdo “contadas” pelo detector, as taxas
de contagem sdo comparadas as de padrbes contendo valores conhecidos desses
elementos. O ensaio de WDS foi executado para a obtencdo da composicdo quimica
quantitativa do VB. A anélise foi realizada em 13 pontos e a composi¢do do VB foi
expressa como a media dos teores obtidos para cada éxido em cada ponto analisado.
Apbs o tratamento térmico, o material particulado foi embutido em resina epdxi e
polido para a obtencdo de uma superficie plana. Empregou-se a Microssonda Eletrdnica
Jeol JXA 8900RL Combined Microanalyser, acoplada ao microscépio Jeol JSM-
6360LV, utilizando-se feixe focado, tensdo de aceleragio de 20 kV e corrente de 2x108
A. O equipamento foi calibrado com padrdes contendo teores conhecidos dos elementos
de interesse. Este microscopio também foi utilizado para analises por MEV dos
scaffolds, com tensdo de aceleracdo de 20 kV. As amostras foram previamente
recobertas com uma fina camada de ouro através da tecnica de sputtering. Apds

obtengdo das micrografias, retas foram tracadas nas imagens (utilizando-se o proprio



56

software presente no equipamento) a fim de se mensurar o tamanho médio de poros e

comparar com os valores obtidos por micro-CT.

e Micro-CT

Nesta técnica, a amostra € irradiada com raios-X e o escaneamento a divide em uma
série de fatias 2D. Ao atravessar a fatia, 0s raios X sdo atenuados e a radiacdo
emergente, com intensidade reduzida, é capturada por detectores. A partir das medicoes,
um mapa de pixels 2D é criado e cada pixel corresponde a um coeficiente de atenuacao
medido em um local dentro da amostra. Como o coeficiente de atenuagdo se
correlaciona com a densidade do material, os mapas 2D resultantes revelam as fases do
material dentro da amostra. A qualidade dos mapas 2D depende da resolucdo de

digitalizacdo que varia de 1 a 50 mm [96].

Os scaffolds foram analisados por micro-CT para se obter a distribuicdo de tamanhos e
o volume de poros. Esse ensaio foi executado em equipamento SkyScan 1174 utilizando
tensdo de 50 kV, corrente de 800 pA, filtro de aluminio (0,25 mm) e tamanho de pixel
de 10 um. As amostras foram rotacionadas em 180°, com aquisi¢do de imagens a cada
0,7 °. Utilizou-se o software NRecon para a reconstrucdo 2D das sec¢des transversais das
amostras e o software CTVol para a visualizacdo volumétrica dos materiais analisados.
As porosidades aberta, fechada e total, bem como a distribuicdo de tamanho de poros,

foram mensuradas através do software CTAnalyzer.

e Resisténcia a compressdo uniaxial

A caracterizacdo mecanica € indispensavel para saber se os scaffolds apresentardo
resisténcia satisfatoria para aplicacdo em ETO. Os ensaios de compressdo uniaxial dos
scaffolds foram conduzidos a temperatura ambiente, com analise de cinco amostras
cilindricas correspondentes a cada tempo de sinterizacdo. As amostras foram medidas
guanto a seu diametro e altura (dados inseridos como parametros de ensaio), obtendo-se
os valores de 8,2 £ 0,1 e 19,3 = 0,1, respectivamente. Antes das analises as amostras
foram limpas com etanol e deixadas em estufa a 60 °C por 24 h. Os pratos do

equipamento também foram limpos com etanol. Apos estas etapas, 0s corpos de prova
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foram cuidadosamente centralizados no prato inferior do equipamento com auxilio dos
circulos concéntricos de referéncia. Foi utilizada maquina universal de teste Shimadzu
AGS-X a uma velocidade de deslocamento de 0,01 mm/s com aplicacdo da carga
perpendicularmente ao eixo central das amostras. O carregamento foi cessado apenas
quando houve queda de forca que indicou a ruptura dos corpos de prova.

e Imersao em SBF

Os scaffolds preparados foram testados quanto a sua bioatividade por meio da imerséo
em SBF. Essa solugdo, que se assemelha ao plasma humano em relagdo a sua natureza e
concentracdo de ions, foi preparada seguindo o procedimento descrito por Kokubo e
Takadama [44]. A Tabela 2 indica os reagentes utilizados na ordem em que foram

adicionados, bem como as quantidades utilizadas para o preparo de 1 L de solugéo.

Tabela 2 - Ordem de adigdo dos reagentes na preparacao da solucdo SBF

Ordem Reagente Massa / Volume
1 NaCl 8,04 g
2 NaHCO3 0,36 g
3 KCI 0,23 ¢g
4 K2HPO4-3H20 0,23 g
5 MgCl2-6H20 0,31g
6 HCI1M 39 mL
7 CaCl2 0,29 ¢g
8 Na2SO4 0,07¢g
9 ((HOCH2)3(CNHy) 6,12 ¢
10 HCI1 M Adicdo gota a gota até pH
adequado

O preparo da solucdo SBF seguiu as seguintes etapas:
a) Adicionou-se 500 mL de agua deionizada em um béquer plastico de 1 L;
b) Sob agitacdo constante, procedeu-se & adicdo dos reagentes na ordem indicada
na Tabela X. Cada composto foi adicionado apenas quando o anterior ja estava

completamente dissolvido;




58

c) A temperatura da solucdo foi mantida a 36,5 £ 0,5 °C, monitorada utilizando-se
um pHmetro;

d) O nono reagente foi adicionado pouco a pouco, tomando-se o cuidado de nao
deixar que o pH subisse acima de 7,45;

e) Apos a adicdo do nono reagente, o pH da solucéo foi ajustado para 7,42 + 0,01
adicionando-se HCI 1 M gota a gota;

f) Apos estabilizacdo do pH, a solucdo foi resfriada até a temperatura ambiente e o
volume de agua foi completado até 1 L;

g) A solugdo foi armazenada em refrigerador, entre 5 e 10 °C.

Para os ensaios de bioatividade, fragmentos dos scaffolds sinterizados por 2, 4 e 8 h,
com massa de 0,015 + 0,001 g, foram imersos em SBF por 1, 3, 7, 14 e 21 dias. A razdo
entre a massa do fragmento e o volume de SBF foi mantida constante em 1 mg/mL
[55,83]. Apbs o tempo de imersdo, os materiais foram lavados com um jato suave de
agua deionizada por 10 s, secos a 60 °C por 24 h e analisados por DRX, FTIR e MEV a

fim de se verificar a formacdo da camada de HA.
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CAPITULO 5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO FISICA DAS PARTICULAS DE VB 13-93

Nesta secdo sdo abordadas as caracterizacBes fisico-quimicas do VB antes e ap0s

tratamento térmico.

5.1.1. Composic¢do quimica do VB

A Figura 17 exibe o espectro de EDS obtido para o VB particulado apos tratamento
térmico, evidenciando a presenca dos seis elementos que esperava-se encontrar no
material (Si, Ca, Na, K, P e Mg).

Si

O
X Ca
C
K Na Mg
Na P Ca
T T T T T T T T
Q 1 2 3 4

Energia (KeV)

Figura 17 — Espectro EDS do VB particulado.

A composic¢do quimica quantitativa do material tratado termicamente, obtida por WDS,
é apresentada na Tabela 3, juntamente com a composi¢do nominal do VB 13-93 e a
composicdo do material fabricado pela Mo-Sci Corporation (fabricante comercial do

VB 13-93), encontrada no proprio site da empresa (https://mo-sci.com/).



Tabela 3 - Composicéo do VB 13-93 medida por WDS apds tratamento térmico

60

Concentracédo dos 6xidos (% em massa)
Composicéo SiO2 CaO Na20O P20s K20 MgO
Medida 58,2+0,3 |21,0+05 (56+01(20+01 79202 |51+0,1
Nominal 53,0 20,0 6,0 4,0 12,0 5,0
Co';/g)%-ri&:on 50-56 | 17-23 | 5-7 3-5 | 10-14 | 4-6

Verificou-se que a amostra preparada neste trabalho apresenta desvios em relacdo a
composicdo nominal, principalmente nos casos dos oxidos SiO2, P20s e K20. E possivel
que os dois ultimos 6xidos ndo tenham sido totalmente incorporados a rede de silica e
tenham formado composto que foi removido durante o tratamento térmico. A
incorporacgdo insuficiente dos sais precursores ndo € incomum em sinteses sol-gel [97—
99] e pode causar a cristalizagdo de certas fases que necessitam de temperaturas
elevadas para serem decompostas [55,100]. No trabalho de Nawaz et al. [11], Unico
estudo encontrado que avaliou a composicdo do VB 13-93 produzido por sol-gel, o
material obtido também apresentou desvios em relagdo & composi¢do nominal. Outra
possibilidade € que tenha ocorrido algum grau de segregacdo desses Oxidos e, como as
analises de WDS sdo pontuais, as regides analisadas de fato ndo conteriam os teores
nominais dos oOxidos se a segregacdo ocorreu. Além disso, a técnica WDS utiliza
difracdo de raios X e se baseia na Lei de Bragg, de modo que a morfologia da superficie
da amostra analisada interfere na interacdo do feixe de elétrons com o material [101].
Como a amostra de vidro € porosa, é possivel que a irregularidade da sua superficie
tenha afetado a qualidade das medicdes, prejudicando a difracdo dos raios X e sua

deteccdo.

E valido destacar também o fato de a Mo-Sci Corporation, fabricante comercial do VB
13-93 citada como fornecedora deste material em alguns estudos [61,102,103],
estabelecer uma faixa de composicdo aceitdvel para cada Oxido em seu produto.
Considerando essa informacdo, os desvios encontrados no vidro sintetizado para este

estudo tornam-se menos significativos. Além disso, o material obtido apresenta, de fato,
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0s seis Oxidos em sua composi¢do, o que significa que foi possivel obter um vidro de

composicdo complexa através da sintese sol-gel.

5.1.2. Padrodes de DRX

Os padrées de DRX do VB, antes e apds tratamento térmico a 625 °C, sdo apresentados
na Figura 18. A auséncia de picos nitidos em ambos os difratogramas evidencia sua
estrutura predominantemente amorfa, embora a regidao entre 20 = 37,5° ¢ 20 = 45°
indique que pode ter havido a formagéo de alguma fase cristalina durante alguma etapa
da sintese. Se isso de fato aconteceu, pode ter ocorrido a formacédo de nitratos [11,55]
ou difosfato de silicio [11], fases cristalinas encontradas por outros autores em analises
do VB 13-93 sintetizado por sol-gel antes de tratamentos térmicos. O halo localizado
entre 25° e 30° (20), tipico de um vidro amorfo, foi igualmente verificada por Luo et al.
[104], Fu et al. [105], Doiphode et al. [106], e por Mehatlaf et al. [68], cujo material foi
obtido por sintese sol-gel. J& os vidros produzidos por Nawaz et al. [11] e Deliormanli e
Yildirim [55] apresentavam carater semicristalino evidente antes do tratamento térmico,
0 que é comum em sistemas com mdaltiplos 6xidos preparados via sintese sol-gel
[11,107], pois, como ja& mencionado, alguns precursores nem sempre reagem
completamente, originando fases secundarias [55,100]. O sddio, por exemplo, pode
reagir com o nitrogénio proveniente do acido nitrico (catalisador) formando cristais de
nitrato de sodio [108]. No entanto, a auséncia de picos expressivos no difratograma
sugere que, caso a cristalizacdo de alguma fase tenha ocorrido, esse fenémeno nédo foi
expressivo e a hipdtese da segregacdo dos 6xidos parece ser mais provavel para explicar

as diferencas observadas em relacdo a composicdo nominal.



62

_ W M’M
| i w | Ap6s tratamento térmico
g *’%‘*M’ MM MMW"MW"Mﬁl MNMMMW w@ WWWWM
é Antes do tratamento térmico

209

Figura 18 - Padrdes de DRX do vidro bioativo 13-93 antes e apds tratamento térmico a
625 °C.

O difratograma do VB apds ser tratado a 625 °C é muito semelhante aquele do material
ndo tratado, indicando que a temperatura utilizada foi baixa o suficiente para manter sua
estrutura majoritariamente amorfa. O possivel pico proximo a 20 = 45° talvez seja
referente a algum nitrato que ndo foi decomposto durante o tratamento térmico [55], o
que reforca a possibilidade de algum grau de cristalizacdo ter ocorrido durante a sintese,
mesmo que de maneira ndo muito expressiva. Esse resultado estd em concordancia com
o trabalho de Mehatlaf et al. [68], cujo vidro permaneceu predominantemente amorfo
mesmo apos tratado a 600 °C por 3 h, e também com o estudo de Nawaz et al. [11], cujo
vidro apresentava grau de cristalinidade de apenas 5% apds tratamento térmico a 650 °C
por 4 h. Para melhor compreensdo acerca do inicio da cristalizacdo do vidro e posterior
definicdo da temperatura de sinterizacdo dos scaffolds, tratamentos térmicos também
foram realizados a 650 e 700 °C, por 2, 4 ou 8 h, conforme apresentado na Figura 19. Os
padrdes evidenciam que a natureza predominantemente amorfa do vidro é preservada
mesmo apos sinterizagcdo a 650 °C, o que ndo ocorre a 700 °C, temperatura na qual
algumas fases cristalinas (combeita, akermanita ¢ p-tricalcio fosfato) sdo identificadas
[11]. Esses resultados, juntamente com aqueles das analises térmicas, foram utilizados

para a definigdo da temperatura de sinterizagédo dos scaffolds.
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Figura 19 - Padrbes de DRX do VB 13-93 ap0s tratamentos térmicos a 650 °C (a) e
700 °C (b) por 2, 4 ou 8 h.

5.1.3. Espectros FTIR

A Figura 20 apresenta os espectros de FTIR do vidro antes e ap0s tratamento térmico.
De acordo com a literatura, o tipico espectro de FTIR de vidros a base de silica possui
uma banda entre 750 e 800 cm™, correspondente ao modo de vibragdo por dobramento
das ligagbes Si—O-Si, e varias bandas no intervalo aproximado de 1000 a 1300 cm?,
relativas ao modo de vibracdo por estiramento assimétrico dessas ligagdes [104,109].

Outros trabalhos mencionam uma banda de absorgéo por volta de 460 cm™, atribuida ao
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dobramento de ligagbes Si—O-Si [83,105]. Dessa forma, para a amostra ndo tratada,
pode-se dizer que as bandas observadas em 1048 e 1060 correspondem ao estiramento
assimétrico das ligagdes mencionadas, enquanto aquelas presentes em 787 e 422 cm™ se
relacionam ao modo de vibragdo por dobramento dessas mesmas ligagdes. As bandas
localizadas em 964 e 1637 cm™ indicam a presenca de grupos silanol (Si-OH) e aquela
situada em 3395 cm™, de grupos OH presentes na rede de silica [110]. A banda em
1331 cm'* pode ser atribuida ao grupo NOs™ [111], assim como o ombro em 1380 cm?
[49,112]. Tais grupos podem ser provenientes do acido nitrico (catalisador) e/ou de sais
de nitrato resultantes do processo de sintese [112], reforcando a hipbtese de que o
fendmeno de cristalizagdo tenha ocorrido, mesmo que em pequeno grau, ainda durante a
sintese sol-gel. No entanto, a cristalizacdo parcial ndo é, necessariamente, um fator
problematico, dado que vitroceramicas (materiais parcialmente cristalinos) também

possuem aplicagdo como biomateriais no campo da ETO [5,69,113].

Apos tratamento térmico
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Figura 20 - Espectros FTIR do VB antes e ap0s tratamento térmico a 625 °C.

Para o material tratado termicamente verifica-se a reducdo do numero de bandas,
evidenciando a decomposicdo térmica de certos compostos, como € 0 caso dos grupos
silanol. As bandas localizadas em 438 e 752 cm™ sdo, provavelmente, resultado do
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deslocamento daquelas registradas em 422 e 787 cm™ para o material ndo aquecido. Tal
deslocamento ocorre, possivelmente, devido a alteragdes estruturais provocadas pelas
altas temperaturas. O espectro do material apos tratamento térmico é similar aquele
obtido por Deliormanli e Yildirim [55] para o VB 13-93 sintetizado via processamento
sol-gel. Segundo os autores, a banda entre 950 e 1050 cm™, indicada em 990 cm™ na
Figura 20, é referente ao estiramento das ligacdes Si—O-Si, e a banda que surgiu em
920 cm™ corresponde a modos de vibragdo da ligagdo Si—-O com &tomos de oxigénio
ndo ligantes (Si—-O-2NBO), consequéncia da ruptura parcial da rede causada pela
presenca de Oxidos de Na, K, Ca e Mg. E valido mencionar que Luo et al. [104],
trabalhando com o VB 13-93, e Serra et al. [109], analisando vidros com composicéo
préxima aquela do VB 13-93, também verificaram uma banda na regido entre 850 e
950 cmt e, em ambos os casos, ela foi atribuida a ligagdo do Si com atomos de oxigénio
ndo ligantes. A banda em 1380 cm™ é provavelmente referente aos grupos NOsz
identificados pelo ombro no espectro do material ndo tratado, uma vez que a banda em
1331 cm desapareceu apds o tratamento térmico. A existéncia das bandas relacionadas
a ions nitrato antes e depois do tratamento térmico indica que o vidro nao era

completamente amorfo, mesmo antes da calcinagéo.

A Tabela 4 lista os nimeros de onda das bandas encontradas nos espectros de FTIR do
VB antes e ap0s tratamento, relacionando-as as respectivas ligacbes ou grupos

quimicos.

Tabela 4 - Grupos quimicos e ligac6es identificadas no espectro FTIR e seus respectivos
nameros de onda

Grupos / Ligacoes Namero de Onda (cm™)
Estiramento Si — O — Si 1048, 1060, 990
Dobramento Si — O — Si 422,438, 752, 7187

Si-O-2NBO 920
Si—OH 964, 1637

OH 3395
NOs 1331, 1380




66

5.1.4. Distribuicdo granulométrica

De acordo com Deville et al. [72], a presenca de aglomerados e particulas grandes deve
ser evitada na execucao do processo freeze-casting. Quanto mais finas as particulas em
suspensdo, maior é sua estabilidade e mais homogénea é a estrutura de poros do
scaffold. Dessa forma, o VB sintetizado foi submetido a moagem por 12 h e
peneiramento em malha de 38 um antes de ser analisado por granulometria a laser.
Como mencionado anteriormente, essa peneira possuia a malha mais fina dentre as
peneiras disponiveis. A Tabela 5 e a Figura 21 apresentam a distribuicdo de tamanhos
de particulas do VB apds esses procedimentos, evidenciando a obtencdo de particulas
com didmetro médio de 7,33 um, 90% das quais menores que cerca de 17 um. Os

valores sdo uma media dos dados obtidos em uma analise em duplicata.

Tabela 5 - Tamanhos de particulas do VB apds moagem em moinho de bolas

dio (um) dso (um) dgo (pm) dmédio (pm)
1,04 + 0,02 5,08 £0,23 16,99 £+ 0,37 7,33+£0,22
100 - _ 4

® | Frequéncia

80 -
Valor Cumulativo /. -3

60

40

Valor Cumulativo (%)
Frequéncia (%)

20

10 100 1000
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Figura 21 - Distribui¢do granulométrica do VB 13-93 apds moagem.
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E importante mencionar que essa distribuicio de tamanhos de particulas é maior que
aquelas comumente utilizados para o processo freeze-casting: em dois estudos de Liu et
al. com o VB 13-93 [61,76], as particulas utilizadas tinham didametro médio de 1 um, e
diversos trabalhos com VBs e outros materiais citam didmetros médios de particulas
ainda menores [71,75,114] ou ndo muito maiores que este valor [77,79]. Dessa forma,
7,33 um pode ser um tamanho mais grosseiro do que o recomendado para que O
processo freeze-casting ocorra da maneira mais eficiente possivel, podendo ocorrer
algum imprevisto em relacéo a estrutura de poros que sera obtida para os scaffolds, uma
vez que quanto maiores as particulas, mais dificil é a replicacdo da estrutura dos cristais
do solvente [72] e menos estdvel é a suspensdo a partir da qual as estruturas séo
fabricadas [12,72].

5.1.5. Propriedades térmicas

O VB foi submetido a andlise térmica para determinacdo de suas temperaturas de
transicdo vitrea (Tg) e de inicio (Tic) e pico (Tc) da cristalizacdo. Esses dados sdo
importantes para que a sinterizacdo dos scaffolds seja realizada sem promover a
cristalizacdo do vidro, uma vez que este fendbmeno afeta negativamente sua
bioatividade. As curvas de TG e DTA sdo apresentadas na Figura 22, na qual também
constam os valores de Ty, Tic e Te.
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Figura 22 - Curvas de TG e DTA para 0 VB 13-93 apds tratamento térmico (a) e

ampliacdo da curva de DTA (b).
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Como o material ja havia sido tratado a 625 °C, a curva de TG n&o registrou as perdas
de massa que estariam associadas a eliminacdo de 4gua e outros subprodutos volateis do
processo sol-gel. Somente a partir de 750 °C uma perda de massa é detectada, que pode
ser referente a decomposic¢do de nitratos. Cacciotti et al. [46] reportam a decomposicao
do nitrato de sodio entre 700 e 900 °C, enquanto Nawaz et al. [100] citam que a
decomposicdo desse mesmo sal, em seu VB 45S5 obtido por sol-gel, ocorreu em
temperaturas acima de 650 °C. Ja Rezabeigi et al. [115] menciona que alguns nitratos se
decompbem apenas entre 610 e 800 °C. Nas se¢bes 5.1.2 e 5.1.3, quando foram
apresentados os resultados de DRX e FTIR, foi discutido que pode ter havido formagéo
de alguma fase cristalina durante a sintese sol-gel e que, caso isso tenha ocorrido, 0
tratamento térmico a 625 °C pode néo ter sido suficiente para decompor esses cristais.
Alternativamente, essa perda de massa pode ser referente a decomposicao de cristais
formados durante a propria analise térmica. Percebe-se, na curva de DTA, um pico de
cristalizagdo que se inicia por volta de 690 °C e outros presentes a partir de cerca de
800 °C. E possivel que alguns desses cristais tenham sido formados e, logo em seguida,
decompostos, uma vez que a perda de massa se inicia logo ap6s o aparecimento do
primeiro pico de cristalizagdo. Na Figura 19, as fases cristalinas formadas durante o
tratamento térmico a 700 °C foram identificadas, baseando-se no trabalho de Nawaz et
al. [11], como sendo combeita, akermanita e p-tricalcio fosfato. E possivel que a perda
de massa registrada a partir de 750 °C esteja relacionada a decomposicao dessas fases,
mas ndo foram encontrados estudos sobre VBs que fizessem menc¢do a decomposi¢do

térmica desses cristais.

As linhas tangentes tracadas na curva da Figura 22b evidenciam a mudanca de linha de
base (baseline) tipicamente observada para o fenbmeno de transicdo vitrea, com a Tg
ocorrendo em torno de 660 °C. Este valor é mais elevado que aqueles obtidos em
estudos sobre o VB 13-93 [11,58,65-67], nos quais a T4 variou entre 586 e 612 °C para
vidros obtidos por fusdo e, no caso de uma amostra preparada por sol-gel, apresentou o
valor de 550 °C [11]. Percebe-se, ainda, um pico exotérmico localizado em
aproximadamente 705 °C (mais evidente na Figura 22a), atribuido a um dos fenémenos
de cristalizagéo do vidro, iniciado em Tic ~ 690 °C. Tais conclusdes estédo de acordo com

as analises de DRX realizadas, que mostram o surgimento de alguns picos de
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cristalizacdo ap6s o material ser tratado a 700 °C por 2, 4 ou 8 h (Figura 19). Os demais
picos existentes nas curvas, observados a partir de 850 °C, provavelmente referem-se a
cristalizacdo de outras fases. Como o objetivo da analise de DTA era apenas identificar
em que temperatura os fendmenos de cristalizagdo se iniciavam a fim de possibilitar a
escolha da temperatura de sinterizacdo dos scaffolds, essas fases cristalinas ndo foram
investigadas. Portanto, com base nos valores de Tqe Tic e nos resultados de DRX ap0s
tratamento do VB a 650 e 700 °C, a temperatura de sinterizacdo determinada para 0s
scaffolds foi 650 °C. Com este valor, a intensdo era evitar a cristalizacdo do material e
obter algum grau de fluxo viscoso durante o processo para que a sinterizacao ocorresse
de maneira mais eficiente. Vale mencionar que esta temperatura € menor que aquelas
utilizadas nos estudos encontrados sobre o preparo de scaffolds do VB 13-93 por meio
de freeze-casting [61,64,68,76], nos quais as sinterizacbes foram realizadas a 690 ou
700 °C. Tais temperaturas ndo seriam apropriadas para o VB produzido neste estudo
devido ao processo de cristalizagcdo que, como evidenciado nas Figuras 19 e 22, tinha

inicio pouco antes dos 700 °C.

5.1.6. Densidade real do VB

A densidade verdadeira (pv) do vidro apds tratamento térmico foi estimada através da
técnica de Picnometria de gas Hélio. O ensaio foi executado vinte vezes para garantir a

reprodutibilidade do resultado e o valor de densidade obtido foi de:
pv =270 + 0,01 g-cm™

Conhecer o valor de py € importante para a fabricacdo de scaffolds pelo processo freeze-
casting, pois, uma vez determinado o volume de suspensao a ser preparado e a fracdo
volumétrica de carga solida que sera utilizada para a fabricacdo dos scaffolds, é possivel
calcular a massa de VB a ser medida atraves da Equacdo 3, onde m é amassae V € 0

volume de material a ser utilizado.

m=p,'V (Equacao 3)
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5.1.7. Imagens de MEV do material particulado

A Figura 23 exibe micrografias de MEV das particulas do VB 13-93 ap0s sinterizacao.
As imagens mostram, por meio de retas tragcadas e medidas com a utilizagdo do software
ImageJ, tamanhos de particulas em concordancia com a ampla distribuicéo
granulométrica obtida pela técnica de granulometria a laser, que forneceu valores de
Omedio € doo iguais a 7,33 e 16,99 um, respectivamente. Percebe-se claramente a
existéncia de particulas muito finas (com menos de 1 um de didmetro), particulas com
tamanhos proximos a dmedio € até particulas com cerca de 20 um (maior que doo).
Conforme mencionado anteriormente, essa distribuicdo granulométrica com grande
quantidade de particulas com diametros consideravelmente maiores que 1 pum pode
afetar negativamente o processo freeze-casting, prejudicando a estabilidade da
suspensdo e tornando dificil a replicacdo da morfologia dos cristais de agua no

momento da solidificacdo [12,72].

2 um

Figura 23 - Imagens de MEV do VB 13-93 particulado ap0s tratamento térmico.
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5.1.8. Area superficial especifica e caracteristicas de porosidade

A isoterma de adsorgdo de N. obtida para o VB, apds o material passar por moagem e
tratamento térmico, € exibida na Figura 24, juntamente os resultados mais importantes
obtidos com o ensaio. Conforme classificagdo da IUPAC [91], trata-se de uma isoterma
do tipo 111, observada para materiais ndo porosos ou macroporosos (poros maiores que
50 nm). Para este tipo de isoterma, a adsor¢cdo € determinada por interacdes
relativamente fracas entre adsorvente e adsorbato, e as moléculas adsorvidas se
aglomeram nos locais mais favoraveis da superficie do sélido, ndo ocorrendo formacgéo
de monocamada. Dessa forma, conclui-se que o volume de macroporos no material é o
que determina o modo como a adsorgdo do N2 ocorre. Contudo, a existéncia de histerese
indica que a estrutura do material também é composta por mesoporos (2 a 50 nm), que
sdo tamanhos de poros mais tipicos em materiais a base de silica obtidos por meio de

sinteses sol-gel convencionais [34].
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Figura 24 - Isoterma de adsor¢édo de N2 para 0 VB 13-93 ap0s tratamento térmico.
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A area superficial especifica do VB 13-93 estimada através do método BET (1,6 m?-g?)
é consideravelmente menor que aquelas geralmente observadas para VBsS com outras
composicdes obtidos por sintese sol-gel [54,116,117]. Vale mencionar, porém, que
baixos valores de area superficial também sdo verificados. Fiume et al. [107] estudaram
um vidro similar ao VB 13-93, composto pelos mesmos seis 6xidos, mas diferindo deste
em relacdo aos teores de cada um. Foram avaliadas amostras preparadas tanto pelo
método sol-gel quanto por fusdo, a fim de comparar propriedades obtidas com cada uma
das técnicas. Para a amostra obtida por fusdo, verificou-se uma area superficial
especifica de 0,6 m?-g?, enquanto as duas preparadas por sol-gel, uma tratada a 625 e
outra a 800 °C, apresentaram os valores de 2,2 e 1,2 m?g!, respectivamente. Em outro
estudo, Macon et al. [118] avaliaram alguns VBs obtidos por fusdo compostos por
quatro ou mais Oxidos, todos disponiveis comercialmente. As areas superficiais
especificas medidas variaram entre 0,09 m?-g* (para uma amostra do VB 13-93) e 0,36
m?-gL. Faure et al. [119], sintetizando o VB 45S5 através do método sol-gel, utilizando
um &cido organico como catalisador, também obtiveram baixo valor de area superficial
(0,9 m?-g?) e, assim como Fiume et al. [107], observaram um ligeiro aumento nessa
grandeza em relagdo ao vidro produzido por fusdo (0,4 m?g?l), como é esperado ao
comparar-se 0s dois processos [37,55,107]. Possiveis motivos para valores de area
superficial especifica tdo pequenos ndo foram investigados em nenhum dos trabalhos
mencionados. Entretanto, no estudo de Fiume et al. [107] foi mencionado que esses
baixos valores talvez possam ser atribuidos a complexa composi¢do do vidro, bem
como ao desenvolvimento de fases cristalinas durante os tratamentos térmicos, e que
mais estudos sdo necessarios para investigar esse aspecto. No presente trabalho, podem

ser estes, também, 0s motivos para a baixa area superficial especifica medida.

Aliado a questdo da composicdo complexa, o tratamento térmico para eliminacdo de
subprodutos do processo sol-gel (625 °C por 4 h) poderia estar relacionado a baixa area
superficial especifica verificada. A transigdo vitrea, assim como a cristalizagdo, é um
fendmeno que depende tanto de aspectos cinéticos quando de termodindmicos e, apesar
de a Ty do material ter sido observada por volta de 660 °C, as duas temperaturas séo
relativamente proximas. Logo, um aquecimento por um periodo tdo longo quanto 4 h

poderia ter ocasionado o inicio da transi¢do vitrea, mesmo que de maneira branda,
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afetando apenas microporos (< 2 nm) que eventualmente existiam nas particulas. E
importante destacar que o VB 13-93 é composto por quantidade significativa de 6xidos
modificadores de rede, que facilitam o amolecimento do vidro e a sua posterior
sinterizacdo [11,61]. Uma elevada area superficial especifica é preferivel para materiais
aplicados em ETO, pois favorece maiores bioatividade e resposta celular [34]. Mas é
valido lembrar que o VB, quando implantado, sofre dissolucdo, o que provoca o
aumento de sua area superficial e maior exposicdo ao ambiente bioldgico. Portanto, o
baixo valor observado para esta grandeza pode ndo ser algo tdo problematico,
principalmente levando-se em considerac¢do que o VB foi utilizado para a fabricacdo de
scaffolds, que tem uma estrutura de poros propicia ao desenvolvimento do tecido em

recuperacdo [15,120].

O tamanho médio e o volume especifico de poros foram estimados pelo método BJH. O
volume de poros verificado para o VB 13-93 (4,1x10° cm3g?) é condizente com o
valor da &rea superficial, uma vez que esta grandeza é tdo maior quanto mais poroso for
o material. Fiume et al. [107] também obtiveram volumes de poros muito pequenos
(1,7x1072 e 2,7x10° cm®-gY) para suas amostras do vidro composto pelos mesmos seis
oxidos que o VB 13-93. Para materiais aplicados em ETO um baixo volume de poros
ndo é ideal, pois é através deles que o tecido regenerado se desenvolve dentro do
material [4,34]. No entanto, o preparo de scaffolds via freeze-casting propicia a
obtengdo de estruturas porosas [77,121], de modo que o baixo volume de poros
verificado para o VB ndo é uma caracteristica que deve prejudicar a aplicacao bioldgica
deste material. O tamanho médio de poros apresentado pelo VB (10,2 nm) esta dentro
da faixa definida como mesoporos. Como VBs produzidos por sol-gel apresentam
nanoporosidade inerente [8,34], este valor esta de acordo com a literatura.

5.1.9. Conclusoes

Apesar de o material sintetizado ndo possuir a composi¢do nominal do VB 13-93, pode-
se concluir que a sintese sol-gel de um vidro com composicdo complexa € possivel de
ser realizada, pois as analises de EDS e WDS confirmaram a presenca dos seis 0xidos

no VB preparado. Os desvios verificados ndo s&o incomuns em sinteses sol-gel e podem
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ser resultado de fendmenos de cristalizacdo ou segregagdo sobre os quais ndo é possivel
exercer completo controle durante o processo, exigindo que mais estudos se debrucem
sobre essa questdo na busca de melhor compreensdo e controle dos parametros de
sintese. Foi apresentado, inclusive, outro estudo em que desvios em relacdo a
composi¢do nominal na sintese sol-gel do VB 13-93 também foram verificados, bem
como dados referentes a um fabricante comercial deste material que estabelece uma

faixa de teores aceitavel para cada 6xido que compde o vidro.

Quanto a natureza do material preparado, os resultados de FTIR mostraram
caracteristicas tipicas de vidros a base de silica e, nas analises de DRX, embora tenha
havido alguns indicios da presenca de fases cristalinas desenvolvidas durante a sintese,
foi observado que sua natureza predominantemente amorfa foi conservada mesmo apés
tratamento térmico, o que é favoravel e promissor para sua aplicagdo como biomaterial.
Além disso, a cristalizacdo parcial ndo € um impedimento para aplicacdes bioldgicas,

pois vitroceramicas também podem ser bioativas e utilizadas ETO.

As analises térmicas, juntamente com ensaios de DRX apds tratamentos térmicos a 650
e 700 °C, permitiram a definicdo da temperatura de sinterizacdo dos scaffolds visando a
conservacao da natureza amorfa do VB, uma vez que foi possivel identificar a transicdo
vitrea e o inicio do fendmeno de cristalizacdo do material. Em relacdo a area superficial
especifica, a comparacdo com outros estudos permitiu a constatacdo de que nao é
incomum que composigdes mais complexas resultem em VBs com baixos valores para
esta grandeza. Ha estudos com o proprio Bioglass® 45S5, referéncia em bioatividade,
que relatam areas superficiais especificas da mesma ordem de grandeza daquela
verificada para o VB preparado neste estudo. Pelo que foi verificado na literatura, esse
aspecto ainda nédo esta elucidado e requer mais estudos para melhor compreensdo de
possiveis fatores que podem levar a isso. No entanto, deve-se levar em consideracao que
um biomaterial, quando implantado e em contato com o meio bioldgico, passa por
processo de degradacdo a medida que ions s@o liberados no meio, de modo que a area
superficial especifica do componente aumenta a medida que sua dissolucéo ocorre. Ou
seja, 0 valor verificado para esta grandeza ndo ¢ um impedimento para sua aplicacéo

como biomaterial. E necessario considerar que a taxa de degradacio do componente



76

deve ser compativel com aquela de desenvolvimento do tecido sendo regenerado e se a
degradacdo do material é lenta devido a uma baixa area superficial especifica, isso pode
ser Util no caso de lesGes ou doencgas cuja recuperacao seja mais demorada. Quanto ao
volume especifico de poros, verificou-se que o valor obtido é condizente com o valor da
area superficial e com valores obtidos em outros trabalhos. Apesar do baixo volume de
poros, como 0 material sintetizado destinou-se a fabricacdo de scaffolds, isso ndo é um
empecilho a sua utilizacdo em ETO, uma vez que a técnica freeze-casting possibilita a

obtencdo de poros adequados a esta aplicacao.

No que diz respeito aos resultados obtidos com a técnica de Granulometria a Laser, foi
constatado que a distribuicdo granulométrica do VB apds moagem apresentou tamanhos
de particulas maiores que aqueles utilizados em diversos estudos nos quais scaffolds séo
fabricados por meio da técnica de freeze-casting. Com base nessa informacao, levantou-
se a possibilidade de que o preparo dos scaffolds pudesse ser afetado de maneira
negativa, com a obtencdo de resultados ndo esperados em relacdo a estrutura de poros
pretendida para as amostras, uma vez que particulas menores contribuem tanto para
maior estabilidade da suspensdo quanto para a eficiéncia na replicagdo da morfologia
dos cristais do solvente solidificado. Como ndo havia a possibilidade de se utilizar
algum processo que resultasse em particulas mais finas, a técnica freeze-casting foi
conduzida com as particulas como foram obtidas ap6s a moagem em moinho de bolas e

peneiramento em malha de 38 pum.

5.2. FREEZE-CASTING E CARACTERIZACOES DOS SCAFFOLDS

Nesta secdo sdo abordadas as caracterizagcBes dos scaffolds preparados, antes e ap6s
tratamentos térmicos, bem como os resultados dos testes de bioatividade apds imersao
em SBF.

5.2.1. Aspecto visual dos scaffolds

Os corpos verdes obtidos apds a liofilizagcdo (Figura 25a) apresentavam resisténcia
mecanica suficiente para serem manuseados. Suas dimensdes correspondiam aquelas

dos moldes nos quais a solidificagdo ocorreu: 10 mm de didmetro por aproximadamente
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30 mm de altura. Apds o tratamento térmico a 650 °C (Figura 25b), a reducdo de
volume devido a sinterizagdo ficou evidente: os valores médios registrados para a altura
e diametro corresponderam a 23,2 £ 2,3 mm e 7,7 = 0,5 mm, respectivamente. Ainda, o
manuseio das amostras permitiu perceber que elas se tornaram mais resistentes apos a

etapa de sinterizagdo.

a b

Figura 25 - Aspecto visual dos scaffolds antes (a) e apos (b) sinterizacao.

5.2.2. Sinterizacédo e estrutura de poros dos scaffolds

¢ Microtomografia de Raios X

A avaliacdo da estrutura de poros dos scaffolds apés sinterizacdo envolveu a utilizagéo
de micro-CT, MEV e Picnometria de He, de modo a se obter resultados que
permitissem uma caracterizagdo mais completa acerca da porosidade das amostras. A
Figura 26 exibe imagens de micro-CT obtidas dos scaffolds sinterizados por 2, 4 e 8 h.
Algumas caracteristicas chamam a aten¢do nas imagens: a morfologia e a auséncia de

orientacdo da estrutura de poros, a presenca de uma camada mais densa na superficie
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dos scaffolds, a menor porosidade da amostra sinterizada por 2 h e uma distribuigéo
homogénea da porosidade por todo o volume das amostras (desconsiderando-se a

camada superficial).

5 mm

Figura 26 - Imagens de micro-CT obtidas para scaffolds ap0s sinterizacdo. As regides

escuras sdo poros e as claras representam a fase sélida.

Quanto a morfologia, observa-se que os poros ndo apresentam o formato lamelar
caracteristico da utilizacdo de &gua no processo freeze-casting nem a orientacdo
proveniente do congelamento unidirecional da suspenséo [13,72,73]. Na Secgdo 5.1.4,
em que se discutiu a distribuicdo granulométrica obtida para as particulas do VB 13-93
ap0s a moagem e peneiramento e seus possiveis efeitos sobre a eficiéncia da técnica
freeze-casting, foram apresentados os valores de dmedio = 7,33 um € doo = 16,99 pm.
Além disso, foram citados estudos [61,71,75-77,79,114] nos quais esta técnica foi
aplicada para a producéo de scaffolds (tanto de VBs como de outros materiais bioativos)
utilizando-se particulas consideravelmente mais finas, com diametros médios de cerca
de 1 um. Embora ndo tenham sido encontrados, para comparagfes mais diretas e
definitivas, estudos em que particulas com distribuicdo granulométrica semelhante
aquela obtida neste trabalho tenham sido utilizadas com a técnica freeze-casting,
aparentemente as particulas ndo eram finas o suficiente para que o processo ocorresse
da maneira mais eficiente possivel, pois é bem estabelecido que quanto mais grosseiras
as particulas, menor € a estabilidade da suspensdo e mais dificil a replicacdo da

morfologia dos cristais do solvente, uma vez que o empacotamento do material fica



79

prejudicado [12,72]. Portanto, se a suspensdo preparada ndo era estavel o suficiente, é
provavel que tenha havido decantagdo do material particulado quando o sistema foi
vertido nos moldes, impedindo, entdo, um resfriamento que originasse corpos verdes
com poros lamelares e orientados. Como os scaffolds ndo foram caracterizados antes da
sinterizacdo, ndo é possivel saber se a estrutura de poros dos corpos verdes preservava
algum grau de orientacdo e uma morfologia que se assemelhasse a lamelar. No entanto,
a julgar pelos dados dos estudos apresentados, a hipotese de que as particulas aqui
utilizadas eram mais grosseiras do que seria o ideal para a execuc¢do do processo freeze-

casting parece ser razoavel.

Outro fator que pode ter tido algum grau de influéncia sobre a estrutura de poros das
amostras € a ocorréncia de fluxo viscoso durante a sinterizacdo. N&o foi encontrado
nenhum estudo que mencionasse que o fluxo viscoso possa promover alteracdo téo
dréstica sobre a estrutura de poros do material a ponto de alterar sua morfologia e
desfazer algum grau de orientacdo, portanto, essa € apenas uma hipotese levantada na
tentativa de justificar o que foi observado. Este fendmeno, em que uma fase liquida é
formada durante o aquecimento devido a fusdo parcial do material, possibilita um
transporte de matéria mais eficiente dentro da estrutura e, consequentemente, o
preenchimento dos espacgos entre as particulas torna-se mais facil devido a mobilidade
da fase liquida [59,60]. E uma das caracteristicas da composi¢cdo 13-93 é justamente a
maior quantidade de éxidos modificadores de rede, que possibilitam a ocorréncia do
fluxo viscoso, permitindo a sinterizacdo em temperaturas mais baixas e de maneira mais
eficiente [58,122]. Dessa forma, supondo que a estrutura de poros dos corpos verdes
ainda conservasse uma morfologia parcialmente lamelar e relativamente orientada,
talvez esse fendbmeno tenha tido algum grau de contribuicdo para que a morfologia de
poros obtida tenha sido t&o diferente daquela que era esperada.

A camada mais densa recobrindo os scaffolds, evidente na Figura 26, também é uma
caracteristica em relacdo a qual ndo foram encontradas mencbes em outros estudos.
Desse modo, é possivel apenas especular sobre o que pode ter acontecido. Pensou-se na
possibilidade de a causa para tal fenémeno ter sido o breve periodo que antecede a

liofilizacdo: quando os scaffolds sdo colocados no liofilizador e o equipamento é
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fechado, eles ndo sdo imediatamente submetidos & condicdo de baixa pressdo. Séo
necessarios varios segundos até que o equipamento atinja as condi¢bes para que a
sublimacdo do solvente possa ocorrer. Durante esse intervalo de tempo, as amostras
permanecem a temperatura ambiente enquanto a pressdo dentro da camara é diminuida e
é possivel que a fusdo dos cristais de gelo tenha se iniciado na superficie, regido dos
scaffolds que estdo em contato imediato com o ambiente da cdmara. Outra possibilidade
diz respeito ao fluxo viscoso. A ocorréncia desse fendmeno durante a sinterizacdo pode
ter sido mais intensa nas superficies das amostras, 0 que teria causado o maior
amolecimento da regido exterior, causando uma sinterizacdo mais intensa. Quaisquer
que sejam as causas que levaram a formacgdo dessa camada mais densa na superficie,
sua presenca faz com que a porosidade dos scaffolds seja fechada, pois ndo ha conexéo

dos poros com a superficie das amostras.

No entanto, vale destacar que a presenca dessa camada superficial ndo é um
impedimento para a utilizacdo dos scaffolds em ETO, pois, pensando em aplicacfes
comerciais, é possivel que as amostras sejam processadas para a remogao dessa “casca”
através de lixamento ou usinagem. Isso deixaria o interior poroso exposto e melhoraria
o contato dos scaffolds como o ambiente biolégico, tornando mais eficiente a
regeneracdo do tecido danificado [6]. Destaca-se, ainda, o fato de as imagens de micro-
CT evidenciarem uma distribuicdo homogénea de poros por todo o volume das
amostras. Esse € um aspecto importante ao se pensar na aplicacdo dos scaffolds em
ETO, uma vez que esses componentes devem prover um meio adequado para a adesao
de células em sua superficie e para o desenvolvimento do tecido no interior da estrutura
[16,123].

A menor porosidade das amostras sinterizadas por 2 h € confirmada pelos graficos das
Figuras 27 e 28, que exibem os valores de porosidade, distribuicdo de tamanhos e
tamanhos médios de poros obtidos para os scaffolds com a analise de micro-CT. Os
valores correspondem a média entre as medicOes realizadas em duas amostras referentes
a cada tempo de sinterizacdo. Observa-se ndo apenas que aquelas sinterizadas por 2 h
s80 menos porosas, mas também que seus poros sdo menores. Além disso, os graficos

da Figura 28 mostram que os scaffolds submetidos a sinterizacdo por 4 h apresentam
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menor heterogeneidade em relacdo ao tamanho de poros e que as amostras sinterizadas
por 8 h apresentaram porosidade total menor que as de 4 h, consequéncia da
sinterizacdo. Ja foi discutido que a presenca da camada superficial mais densa impediu
que a porosidade dos scaffolds fosse aberta, pois a conexao das estruturas de poros com
a superficie é impedida. No entanto, a Figura 27 indica que a maior parte da porosidade
das amostras € aberta. 1sso ocorre porque as medidas de porosidade por micro-CT foram
realizadas excluindo-se o volume correspondente a essa “casca”. Portanto, a discussao
sobre a porosidade dos scaffold sera feita considerando-se apenas os valores de
porosidade total, sabendo-se que essa porosidade é majoritariamente (sendo
completamente) fechada.
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Figura 27 - Porosidades aberta, fechada e total dos scaffolds em funcéo do tempo de

sinterizacao.
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Figura 28 — Tamanho médio e distribuicdo de tamanhos de poros dos scaffolds em

funcdo do tempo de sinterizacéo.

As porosidades totais verificadas para as amostras sinterizadas por 2, 4 e 8 h sdo iguais
al3,7+39 %, 398 +0,1% e 28,7 £ 3,3 %, respectivamente. Esses valores ndo sdo
adequados para aplicacdo em ETO, pois scaffolds devem viabilizar condi¢des para
facilitar que fendmenos bioldgicos (osteogénese, osteoindugdo, osteocondugdo e
angiogénese) possam ocorrer e, para isso, estudos mencionam gue é necessaria uma
porosidade minima de 50 % e um alto grau de interconectividade de poros [4,34,35].
Trabalhos envolvendo a fabricacdo de scaffolds do VB 13-93 por meio da técnica
freeze-casting obtiveram valores mais promissores: Fu et al. [64], ao prepararem
scaffolds em meio aquoso e em uma mistura de adgua e dioxano, conseguiram obter
porosidades que variaram entre 40 e 75 % e entre 35 e 70 %, respectivamente. As
amostras de Liu et al. [61], preparadas utilizando-se canfeno, apresentavam porosidade
de cerca de 50 %. E necessario considerar que os parametros de processo (condicdes de
resfriamento, carga de solidos, temperatura e tempo de sinterizacdo etc.) e a técnica

utilizada para caracterizacdo da porosidade nesses estudos citados ndo sdo 0s mesmos
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daqueles adotados neste trabalho de pesquisa, de modo que diferencas sdo esperadas.
No entanto, os valores de porosidade exibidos na Figura 27 sdo muito baixos. A
provavel causa para isso € que as analises de micro-CT foram realizadas utilizando-se
pixels de 20 um, o que ndo permite uma boa resolugdo ¢ impede a deteccdo de poros
menores que este valor. Esse foi um dos motivos para a utilizagdo de outras técnicas de

caracterizacdo para avaliar a porosidade das amostras.

Em relacdo as dimensdes dos poros, verifica-se que sua distribuicdo de tamanhos é
relativamente ampla para os scaffolds sinterizados por 4 e 8 h. Embora a maior parte
dos poros apresente menos de 150 um de diametro, uma fragdo consideravel esta dentro
da faixa de tamanhos de 100 a 300 um, que, de acordo com a literatura [4,34,35], é a
ideal para dar suporte ao crescimento do tecido 0sseo. Esse resultado é, portanto,
satisfatorio em relacdo aos objetivos do trabalho. Além disso, esses valores obtidos séo
maiores que aqueles verificados para scaffolds do VB 13-93 em estudos citados na
revisao bibliografica [61,64], cujos tamanhos de poros ndo ultrapassaram 150 um. No
trabalho de Fu et al. [64], por exemplo, os scaffolds produzidos utilizando-se a técnica
freeze-casting em agua apresentavam poros com espacamento interlamelar de 20 a 30
um. J& aqueles com estrutura de poros colunar, produzidos em uma mistura de agua e

dioxano, tinham poros com didmetro variando entre 90 e 110 pum.

Ainda em relacéo a porosidade dos scaffolds, ao contrario do que foi observado para as
amostras submetidas a 4 e 8 h de sinterizagéo, os valores de porosidade e tamanhos de
poros das amostras sinterizadas por 2 h estdo em desacordo com a relacdo que existe
entre a duracdo do processo e o grau de densificacdo de amostras sinterizadas. Como
ndo foram encontrados trabalhos sobre scaffolds de VBs que relatam que sinterizac6es
mais longas tenham resultado em maiores porosidades e tamanhos de poros, ndo foi

possivel uma comparagdo com outros estudos.

Entretanto, especula-se que o maior tempo de tratamento térmico aplicado as amostras
sinterizadas por 4 ¢ 8 h ocasionou a coalescéncia de poros pequenos, 0 que teria
aumentado seus tamanhos. Se isso de fato aconteceu, provavelmente a sinterizagdo por

2 h ndo foi longa o suficiente para que os poros coalescessem, e eles permaneceram
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pequenos. J& a redugdo de porosidade observada entre 4 e 8 h teria sido efeito da
sinterizacdo que de fato ocorreu apos a coalescéncia dos poros ter atingido um limite a
partir do qual seu crescimento ja ndo era mais possivel. Também ndo foram encontrados
estudos que relatassem, para scaffolds de VBs ou cerdmicas bioativas, 0 aumento do
tamanho dos poros durante a sinterizagdo. Mas alguns trabalhos citam o fendmeno da
coalescéncia de poros em materiais ceramicos. Yoon [124], em seu estudo sobre
ceramicas pertencentes ao sistema MgO-CaMgSiOas, escreve que o0 aumento da
porosidade ndo € incomum durante a sinterizacdo de materiais ceramicos particulados se
a temperatura de sinterizacdo é muito alta ou o tempo de processo € muito longo. Ele
cita que na sinterizacdo em estado sélido de alguns Oxidos, 0 aumento da porosidade
acontece devido ao crescimento de poros isolados, enquanto na sinterizacdo com
formacdo de fase liquida (fluxo viscoso), além do aumento de tamanho de poros
isolados, ocorre também a coalescéncia de poros devido a migracdo destes dentro da
estrutura. Os trabalhos de Varela et al. [125] e Whittemore e Sipe [126] também
mencionam o0 crescimento de poros durante a sinterizacdo de Oxidos ceramicos.
Segundo os autores, em materiais que possuem uma distribuicdo muito ampla de
tamanhos de particulas, os poros sdo bem pequenos, pois 0s espacos entre as particulas
maiores sdo preenchidos por aquelas que sdo mais finas. Durante a sinterizacdo, a
contracdo volumétrica da amostra € inibida pelas particulas grandes, que sdo
relativamente inertes. Entdo, a medida que as particulas finas se densificam, grandes
espacos vazios sdo formados nos espacgos entre as particulas grandes, resultando no

aumento do tamanho médio dos poros.

Com base no que foi apresentado no paragrafo anterior, € razodvel presumir que o
aumento da porosidade e dos tamanhos de poros nos scaffolds produzidos tenham
ocorrido por pelo menos um dos mecanismos mencionados. E importante lembrar que a
composic¢do do VB 13-93 facilita a ocorréncia do fluxo viscoso durante a sinterizacdo e,
neste caso, 0 aumento da porosidade estaria de acordo com aquilo que é relatado no
trabalho de Yoon [124]. Por outro lado, a analise por Granulometria a Laser mostrou
que as particulas utilizadas no processo freeze-casting apresentavam uma distribuicdo

de tamanhos bastante ampla. Considerando esta caracteristica, é possivel que este
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fendmeno tenha ocorrido de acordo com o que é descrito por Varela et al. [125] e
Whittemore e Sipe [126].

e Microscopia Eletrénica de Varredura

As micrografias obtidas por MEV sdo apresentadas nas Figuras 29 e 30, que mostram
imagens das se¢des transversais paralelas e perpendiculares ao sentido de solidificacéo
das amostras. Algumas caracteristicas observadas nessas imagens estdo em
concordancia com aquelas verificadas por micro-CT: 0s poros estdo homogeneamente
distribuidos por todo o volume das amostras, é evidente a morfologia ndo lamelar e ndo
orientada da estrutura, a distribuicio de tamanhos de poros é bastante ampla,
principalmente nas amostras sinterizadas por 4 e 8 h e, na Figura 30, que permite a
comparacao entre duas diferentes escalas, fica perceptivel a maior porosidade e 0s
maiores tamanhos de poros dos scaffolds sinterizados por 4 h, bem como 0s menores
volume e tamanhos de poros daqueles submetidos a 2 h de sinteriza¢do. Outro aspecto
importante de ser destacado € que as imagens de MEV deixam evidente a presenca de
poros inferiores a 20 um, o que sustenta a tese de que a resolucdo utilizada nas analises
de micro-CT de fato ndo foi suficiente para detectar todos os poros presentes nas
estruturas. Dessa forma, fica confirmado que os valores de porosidade apresentados na
Figura 27 ndo correspondem as verdadeiras porosidades dos scaffolds, que, na verdade,

apresentam volumes de poros superiores aqueles mensurados por micro-CT.
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Figura 29 — Micrografias de MEV das se¢Oes transversais paralelas ao sentido de

solidificacdo dos scaffolds sinterizados por 2 h (a), 4 h (b) e 8 h (¢).
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Figura 30 - Micrografias de MEV das se¢Ges transversais perpendiculares ao sentido
de solidificacdo dos scaffolds.
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As estruturas de poros completamente desordenada e com poros de tamanhos téo
variados verificada nas imagens sdo mais uma comprovacdo de que o processo freeze-
casting ndo ocorreu de maneira adequada. Conforme discutido previamente, as
particulas de VB utilizadas ndo eram tdo finas quanto o que é reportado na literatura
[61,64,71,75 - 77,79,114], o que provavelmente contribuiu para a instabilidade da
suspensdo e provavel decantacdo no momento de vazamento nos moldes. Ndo foram
encontrados estudos em que algo similar tenha ocorrido. No Unico artigo encontrado em
que scaffolds do VB 13-93 foram fabricados com a utilizagdo de &4gua como meio
dispersante [64], foi possivel a obtencéo da estrutura de poros lamelar e orientada. Neste
estudo ndo € mencionado o didmetro médio das particulas, mas é dito que elas ndo
ultrapassavam o tamanho de 5 um, o que indica uma distribuigdo granulométrica muito

mais fina que aquela obtida para este trabalho.

As retas tragadas nas imagens exibidas nas Figuras 29 e 30 (medidas em micrometros)
permitem mensurar o tamanho médio de poros dos scaffolds e comparar com aqueles
obtidos por micro-CT (Figura 28). A Tabela 6 mostra que, de fato, as amostras
sinterizadas por 4 h apresentam poros maiores e aquelas submetidas a 2 h de
sinterizacdo possuem os menores tamanhos de poros. Além disso, fica evidente os
scaffolds, principalmente aqueles sinterizados por 4 e 8 h, apresentam poros de

tamanhos consideraveis e adequados para sua utilizagdo em ETO.

Tabela 6 - Tamanhos médios de poros obtidos por Micro-CT e MEV

Tamanho médio de poros (um)
Tempo de sinterizacéo (h) Micro-CT MEV
2 63,7 £ 8,6 76,8 + 47,9
4 119,5+0,2 129,6 + 62,6
8 1099+ 211 101,2 + 29,6

Outro aspecto importante visualizado nas imagens de MEV ¢ a presenca de quantidade
consideravel de poros pequenos, inferiores a 20 um. Essa caracteristica reforgou a

hipotese de que as porosidades medidas por micro-CT ndo condizem com os
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verdadeiros volumes de poros dos scaffolds, uma vez que a resolucdo utilizada na
analise ndo permitia a detec¢do de poros menores que 20 pum. E valido lembrar,
inclusive, que a preseng¢a de poros pequenos, principalmente em escala nanomeétrica,
facilita a adeséo de celulas durante o desenvolvimento do tecido, desempenhando um
papel importante na capacidade de regeneracdo Ossea de scaffolds [4,12,34]. Por isso a
visualizacdo desses poros nas imagens de MEV é um resultado importante para os

objetivos do trabalho.

A camada superficial densificada foi visualizada através das analises de MEV de
maneira ainda mais nitida que nas imagens de micro-CT, como pode ser verificado na
Figura 31. Como j& mencionado, a presenca dessa “casca” faz com que a porosidade
dos scaffolds seja fechada, o que ndo é ideal. No entanto, é importante destacar que,
apesar disso, as imagens de MEV (Figuras 29 e 30) revelam uma estrutura de poros
altamente interconectada. Essa caracteristica, assim como a ampla distribuicdo de
tamanhos, é imprescindivel para o crescimento do tecido dentro da estrutura [61] e

extremamente favoravel a aplicacdo dessas estruturas em ETO [4,6,8].

Camada densa
recobrindo o scaffold

Figura 31 — Micrografia de MEV evidenciando a presenca de uma camada densa na

superficie do scaffold.
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e Picnometria de gas Hélio

As analises de picnometria de He foram realizadas com o intuito de complementar as
caracteristicas de porosidade dos scaffolds. A porosidade desses materiais foi estimada
através da Equacao (2) apds a obtencdo da porosidade aparente através desta técnica de
caracterizagdo. A Tabela 7 exibe os valores de densidade obtidos e as porosidades
calculadas para as amostras e confirmam que a amostra sinterizada por 2 h é a menos
porosa, enquanto aquela submetida a 4 h de sinterizagdo possui maior volume de poros.
E importante lembrar que os valores exibidos correspondem & porosidade fechada, uma
vez que o maior grau de densificacdo da superficie dos scaffolds impediu que os poros

presentes no interior atingissem a superficie das amostras.

Tabela 7 - Porosidade e densidade aparente dos scaffolds obtidos por picnometria de He

Densidade aparente )
Amostra Porosidade (%)
(grem™)
2h 0,99 £ 0,02 63
4 h 0,88 £ 0,02 67
8h 0,92 £ 0,02 65

Os valores de porosidade exibidos na Tabela 7 sdo consideravelmente mais elevados
que aqueles verificados por micro-CT. Como ja mencionado, isso se deve a baixa
resolucdo utilizada na técnica de microtomografia, que impediu a deteccdo de poros
inferiores a 20 um, os quais foram claramente visualizados nas micrografias de MEV.
Isso explica as porosidades mais elevadas que foram calculadas por meio da Equacéo
(2) e garantem resultados mais promissores para a aplicacdo dos scaffolds em ETO, que
requer porosidades elevadas para otimizar o desenvolvimento do tecido dentro das
estruturas [28,127]. Como ja& mencionado na discussao sobre os resultados obtidos por
micro-CT, estudos que utilizaram o VB 13-93 na producédo de scaffolds por freeze-
casting [61,64] obtiveram porosidades que variavam entre 40 e 70 %, a depender da
carga de sélidos utilizada, tipo de solvente, taxa de resfriamento durante a solidificagdo

e outros parametros de processo.
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Considerando-se a etapa de sinterizagdo e a avaliacdo das porosidades dos scaffolds
através das trés técnicas utilizadas, é importante destacar que a maior parte dos estudos
envolvendo o preparo de scaffolds com o VB 13-93 relatam que a sinterizacdo foi
realizada a 700 °C [61,62,105,106,128] ou um pouco abaixo [64,103], enquanto para
outros biomateriais e VBs com outras composi¢des ndao é incomum a necessidade da
utilizacdo de temperaturas a partir de 1000 °C [54,82,129,130]. O fato de, neste estudo,
ter sido possivel realizar este processo a 650 °C € relevante nao apenas no que concerne
a questdo de impedir a cristalizacdo do material, mas também em relacdo a economia de

energia, aspecto importante a ser considerado em caso de producdo em maior escala.

5.2.2. Propriedades mecanicas dos scaffolds

As curvas de tensdo x deformacéo e os valores de propriedades mecéanicas obtidos para
os scaffolds séo apresentados na Figuras 32 e 33 e na Tabela 8, na qual também consta
as propriedades dos o0ssos trabecular e cortical. Os picos e vales presentes nas curvas
podem estar relacionados a quebra progressiva da estrutura [62]. Os valores obtidos
estdo coerentes com as porosidades dos scaffolds: a amostra 4 h, devido ao seu maior
volume de poros, se mostrou a mais fragil dentre as trés; a resisténcia a compressao da
amostra 8 h, por sua vez, deixa claro o efeito do tempo de sinterizacdo sobre as
propriedades mecanicas quando comparada aquela sinterizada por 4 horas; ja amostra 2

h, menos porosa, apresentou propriedades comparaveis a da amostra 8 h.
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Figura 32 — Curvas de tensdo x deformacéo obtidas para os scaffolds.
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Figura 33 - Valores de resisténcia a compressdo dos scaffolds.
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Tabela 8 - Valores de propriedades mecanicas e de porosidade dos scaffolds produzidos
e dos ossos trabecular e cortical

Propriedade
Porosidade
Amostra / Modulo de Resisténcia a Tenacidade aferida por
Material Young (GPa) | compressdao (MPa) (J-m3) picnometria
de gas He (%)
Scaffold 2h 1.24 +0.01 224+31 26.9 x 1072 63
Scaffold 4h 1.40+£0.02 12,7+0,8 5x 102 67
Scaffold 8h 1.10+£0.01 204+25 27 x 102 65
Osso 0,1a5 [64] 2a12 [34,131]
trabecular
Osso 5a 20 [64] 100 a 150 [106]
cortical

Os dados apresentados na Tabela 8 mostram que as estruturas apresentam propriedades
mecanicas compativeis com aquelas do osso trabecular, exibindo, inclusive, valores de
resisténcia a compressdo ainda mais elevados. De acordo com Deville [13], um
equilibrio entre propriedades mecanicas e porosidade de scaffolds produzidos por
freeze-casting ¢ atingido quando esta grandeza fica entre 40 e 60%. Essa informagao
reforga o fato de que os scaffolds preparados apresentam potencial para aplicagdo em
ETO, pois valores de resisténcia a compressao elevados foram obtidos mesmo com

valores de porosidade superiores a 60%.

Scaffolds de VBs com porosidade ndo orientada preparados via processo sol-gel ou
replicacdo polimérica, com porosidade entre 75 e 90%, frequentemente apresentam
rigidez e resisténcia a compressao em uma faixa compativel com o osso trabecular, mas
inapropriados para defeitos em regides em que grandes solicitacdes mecanicas estdo
presentes [30,59,60,103]. Para o caso de scaffolds com estrutura de poros orientada, ¢
comum valores de propriedades mecanicas que superam aquelas do osso trabecular, mas
ainda insuficientes para o osso cortical. Como detalhado na Se¢do 3.2.3, Liu et al. [59]
utilizaram canfeno como meio dispersante para o processo freeze-casting € produziram

scaffolds do VB 13-93 com tamanho médio de poros de 100 um e cerca de 50% de
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porosidade cujos valores de resisténcia a compressdo variaram entre 35 + 11 e 47 £ 5
MPa, enquanto o médulo de Young das estruturas ficou na faixa de 8 + 3 a 11 = 3 GPa.
Em outro estudo deste mesmo grupo [74], também envolvendo o preparo de scaffolds
do VB 13-93 por freeze-casting, amostras com 60 % de porosidade e poros com
diametro de 115 £ 50 um apresentavam resisténcia mecanica de 16 = 2 MPa e modulo
de Young igual a 4 = 0,1 GPa. No estudo de Fu et al. [62], os scaffolds produzidos por
freeze-casting em agua apresentaram poros lamelares com tamanhos entre 20 ¢ 30 um e
resisténcia a compressdo que variou entre 5 MPa (para estruturas com 75% de
porosidade) e cerca de 20 MPa (para porosidade de 40%). J& as amostras preparadas
utilizando-se uma mistura de dgua e dioxano exibiram estrutura de poros colunar, com
tamanhos de poros entre 90 e 110 um e resisténcia a compressao de 10 MPa e 50 MPa

para porosidades de 70 e 35%, respectivamente.

A Figura 34 apresenta, para scaffolds mencionados no pardgrafo anterior, valores de
resisténcia a compressdo em funcdo da porosidade. Também constam no grafico os
valores referentes as amostras preparadas neste trabalho (pontos circulados), sendo que
foram utilizadas as porosidades calculadas por meio da Equacgdo (2), e ndo aquelas
mensuradas por micro-CT. Fica claro que os valores de resisténcia a compressao dos
scaffolds produzidos neste estudo sdo compativeis com aqueles verificados para
amostras com porcentagens de poros semelhantes, o que reforca a tese de que a
microtomografia de raios-X nao foi capaz de detectar todos os poros das amostras e que
as porosidades obtidas por meio da Equagdo (2) sdo mais condizentes com os
verdadeiros volumes de poros das estruturas. Se os scaffolds apresentassem as
porcentagens de poros medidas por micro-CT (que variavam entre aproximadamente
14 %, para aqueles sinterizados por 2 h, e cerca de 39 %, para aqueles sinterizados por 4
h), seria mais provavel que os valores de resisténcia a compressao estivessem acima de
25 MPa, assim como verificado, de maneira geral, para aquelas estruturas com

porosidades inferiores ou iguais a 50 %.
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Figura 34 — Resisténcia mecanica x porosidade para scaffolds do VB 13-93 produzidos
por freeze-casting. Os pontos circulados correspondem aos scaffolds preparados neste
trabalho.

5.2.3. Imersao em SBF

As Figuras 35, 36 e 37 exibem, para cada tempo de sinterizacdo, os espectros de FTIR
obtidos apds imersdo dos fragmentos dos scaffolds em SBF por 1, 3, 7, 14 e 21 dias,

bem como os espectros das amostras antes da imersdo (0 dia).
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Figura 35 - Espectros FTIR dos scaffolds sinterizados por 2 horas para diversos

periodos de imersdo em SBF e para a amostra ndo imersa.
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Figura 36 - Espectros FTIR dos scaffolds sinterizados por 4 horas para diversos

periodos de imersdo em SBF e para amostra ndo imersa.
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Figura 37 - Espectros FTIR dos scaffolds sinterizados por 8 horas para diversos

periodos de imersdo em SBF e para amostra ndo imersa.

AlteracGes no espectro de FTIR ja sdo observadas com 1 e 3 dias de imersdo em SBF,
embora as bandas surgidas em 1020, 600 e 560 cm™ tenham apresentado intensidades
mais significativas apenas a partir de 7 dias em solucdo. Essas bandas sdo associadas
aos grupos fosfato (POs*) presentes na estrutura da HA [132,133] e também foram
verificadas por Deliormanli e Yildirim [55] para seu VB 13-93 obtido via sintese sol-
gel. Os testes de bioatividade foram feitos com a mesma concentracdo de VB por
volume de solucdo (1 mg/mL), embora as andlises tenham sido feitas com material
particulado e apenas ap6s 30 dias de imersdo. Para fim de comparacdo, a Figura 38
exibe o espectro FTIR deste mineral, disponivel na base de dados RRUFF
(https://rruff.info/). Fica claro que as bandas que surgiram nos scaffolds apds imersao
em SBF correspondem aquelas de maior intensidade no espectro da HA, indicando a

formacéo desse composto sobre a superficie do material.
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Figura 38— Espectro FTIR da hidroxiapatita (fonte: https://rruff.info/).

As Figuras 39, 40 e 41 apresentam, para cada tempo de sinterizacdo, os difratogramas

da amostra antes da imersdo e SBF e dos fragmentos de scaffolds ap6s imersao por 1, 3,

7, 14 e 21 dias. Comparando-se os resultados de antes e depois dos testes de

bioatividade, verifica-se o aparecimento de varios picos de difracdo apontados em
diversos estudos [105,108,118,134,135] como correspondentes a HA (Ca1o(PO4)s(OH)2)

e a fase Combeita (Na2CazSisOg). Além disso, para todos os tempos de sinterizacéo, a

quantidade de picos aumenta com o tempo de imersao.


https://rruff.info/
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Figura 39 — Padr6es de DRX dos scaffolds sinterizados por 2 h para diferentes periodos

de imersédo em SBF e para amostra ndo imersa.
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A Figura 42 exibe o padrdo de DRX da HA obtido na base de dados JCPDS (09-0432),
pelo qual se nota que os picos de maior intensidade (260 ~ 26°, 26 ~ 32° e 20 ~ 33°), bem
como outros de intensidade intermedidria, coincidem com varios daqueles observados
nos padrbes dos scaffolds, principalmente ap6s 14 e 21 dias de imersdo. Os picos em
torno de 26 e 32° também foram citados por Macon et al. [118] e Moghanian et al.

[136] como evidéncia para a formacdo de HA em seus estudos com VBs.
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Figura 42 -Padrdo de DRX da HA obtido na base de dados JCPDS.

As micrografias de MEV reforcam os resultados anteriores. Imagens referentesa 0, 1, 7
e 21 dias de imersdo em SBF sdo apresentadas na Figura 43 para cada tempo de
sinterizacdo. De acordo com Jones [40], o desenvolvimento da camada de HA em
particulas do VB 13-93 pode levar até 7 dias, enquanto para particulas de tamanho
similar do 45S5, esse fenémeno ocorre dentro de 8 h. As imagens de MEV deixam claro
que, apos 7 dias em SBF, ja é possivel verificar o surgimento dos agregados globulares
que caracterizam a HA [68,97,137]. Esse resultado esta de acordo com Mehatlaf et al.
[68], que, apos esse periodo de tempo, observaram globulos semelhantes na superficie
de scaffolds produzidos com VB 13-93 obtido por sintese sol-gel. Deliormanli e
Yildirim [55] também verificaram a formacdo da camada de HA na superficie de seu
vidro, embora a imersdo do material em SBF tenha sido por 30 dias. Portanto, assim
como verificado com as andlises de FTIR e DRX, os resultados obtidos por MEV
mostram que a formacdo da HA fica mais evidente a partir do sétimo dia de imerséo,

apesar de haver indicios de que o processo tenha comecgado antes disso.



102

4h
1 dia

30 um | 30 um

Figura 43 — Micrografias de MEV do VB, para cada tempo de sinterizagdo, para 0, 1, 7
e 21 dias de imersdo em SBF.
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5.2.4. Conclusoes

A avaliacdo da porosidade dos scaffolds apos sinterizacao revelou uma estrutura de
poros ndo lamelar e sem orientagdo. O provavel motivo para isso foi a distribui¢cdo
granulométrica relativamente grosseira das particulas utilizadas no processo freeze-
casting, cujos tamanhos eram maiores que aqueles tipicamente utilizados nesta técnica.
Isso pode ter resultado tanto na instabilidade da suspensao quanto na impossibilidade de
se replicar a morfologia dos cristais do solvente. Considerou-se, ainda, a possibilidade
de que tenha ocorrido fluxo viscoso durante a sinteriza¢do, fenomeno que pode ter
exercido algum grau de influéncia sobre a morfologia da estrutura de poros obtida,
embora ndo se tenha encontrado trabalhos que reportassem que a sinterizagdo com
formacao de fase liquida pudesse influenciar de maneira tdo intensa as caracteristicas de

porosidade de estruturas sinterizadas.

No entanto, as estruturas de poros dos scaffolds apresentam algumas caracteristicas
bastante favoraveis a sua aplicagdo em ETO. Foi constatado, para os trés tempos de
sinterizagdo, que os poros sdo homogeneamente distribuidos nas amostras e apresentam
alto grau de interconectividade. Os valores de porosidade mensurados apds
caracterizacdo por Picnometria de He satisfazem os requisitos exigidos para scaffolds
utilizados em ETO, e a comparacdo com dados da literatura mostrou que essas
porosidades sdo similares ou mais elevadas que aquelas verificadas em varios outros
estudos, inclusive naqueles em que a técnica freeze-casting foi executada com agua.
Nos casos especificos das amostras sinterizadas por 4 e 8 h, foram verificados tamanhos
médios de poros que ultrapassam 100 um e distribuicdo de tamanhos bastante ampla,
com a presenga de poros muito pequenos € outros que chegam a duas ou trés centenas
de diametro. Essas caracteristicas sdo desejaveis em componentes utilizados para
regeneragdo 0ssea, uma vez que poros grandes possibilitam maior suporte a regeneragdo
do tecido e poros pequenos contribuem para a adesdo de células na superficie do
material. Em relacdo a densa camada superficial, foi discutido que sua presenca nao ¢
um impedimento para a aplicagao dos scaffolds, uma vez que existe a possibilidade de

se utilizar processos adequados para sua retirada.
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Outro aspecto importante de ser mencionado ¢ que a sinterizacdo dos scaffolds foi
possivel de ser realizada sem a ocorréncia de cristalizagdo. Sendo um dos objetivos do
trabalho, esse resultado ¢ muito importante por garantir que as amostras preparadas
apresentem maior bioatividade do que teriam caso fases cristalinas tivessem se
desenvolvido durante o tratamento térmico. No que diz respeito as propriedades
mecanicas, que sao influenciadas pela sinterizagao, os scaffolds produzidos apresentam
modulos de Young compativeis com o osso trabecular humano e resisténcia a
compressao mais elevadas que os valores encontrados na literatura para esse tipo de
0ss0. Além disso, as propriedades mecanicas das estruturas preparadas neste estudo sdo
condizentes com aquelas de estruturas com porosidades semelhantes relatadas em

outros trabalhos.

Os ensaios de imersdo em SBF permitiram a constata¢do da bioatividade dos scaffolds
produzidos. A presen¢a da camada de HA foi confirmada por diferentes técnicas de
caracterizagdo € a comparagao com outros estudos realizados com o VB 13-93 permitiu
a verificagdo de caracteristicas semelhantes que identificam a formacdo desse mineral,
inclusive em relagdo ao tempo necessario para o desenvolvimento deste composto sobre

a superficie dos scaffolds.

Com base nos resultados aqui resumidos, € possivel concluir que, apesar de alguns
resultados inesperados, o trabalho de pesquisa foi bem-sucedido, pois foi possivel
produzir scaffolds que sao de fato bioativos, que puderam ser sinterizados sem
ocorréncia de cristalizacdo e que apresentam propriedades mecéanicas promissoras.
Todas essas caracteristicas indicam que as estruturas produzidas apresentam potencial

para aplicacao em ETO.
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CAPITULO 6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros é possivel citar:

- A fim de se atingir a composi¢ao nominal do VB 13-93, investigar como a alteracdo de
parametros da sintese sol-gel, ordem de adi¢do e tipo de sais precursores, catalisador,
tempo de condensacdo, envelhecimento e de secagem etc., influenciam a incorporagao

dos o6xidos na rede de silica;

- Investigar como os parametros de sintese ¢ a composi¢do do vidro influenciam a area
superficial especifica do vidro sintetizado, uma vez que nao foram encontrados estudos
que tenham se debrugado sobre essa questao, apenas mengdes a hipotese de que baixos
valores de area superficial especifica ndo sdo incomuns para VBs de composi¢des

complexas;

- Visando maior eficiéncia no processo freeze-casting, e obtencdo de uma estrutura de
poros lamelar e orientada, utilizar técnicas de moagem mais eficientes e peneira com
malha mais fina que 38 pum, de forma a garantir a obtencdo de particulas de VB
consideravelmente mais finas do que aquelas que foram possiveis de se obter com a

moagem em moinho de bolas;

- Avaliar se a etapa de solidificagdo, durante o processo freeze-casting, pode ser
realizada a taxas de resfriamento menores, sem a utilizacdo de nitrogénio liquido, para
avaliar a influéncia desse pardmetro sobre a estrutura de poros dos scaffolds,

objetivando a obtengdo de poros maiores;

- Utilizar liofilizadores que operem em temperaturas negativas, a fim de se averiguar se
o motivo para a formagdo da camada superficial densificada foi, de fato, o tempo que os
scaffolds passaram dentro do equipamento antes de a pressdo atingir o valor necessario

para a sublimagdo ocorrer;
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- Verificar se a sinterizag@o ¢ possivel de ser realizada a temperaturas ainda mais baixas

sem comprometer as propriedades mecanicas das estruturas preparadas;

- Por fim, propde-se a realizag¢do de estudos de viabilidade celular, como ensaios MTT e

LIVE/DEAD, em complementagdo aos ensaios de bioatividade por imersdo em SBF.
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