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RESUMO

Sistemas em nanoescala tém gerado promissores resultados em engenharia de tecido
0sseo, um crescente consenso da literatura concentra-se no desenvolvimento de
materiais nanoestruturados baseados em materiais cerdmicos ou vidros bioativos,
devido a sua elevada capacidade de biomineralizagdo. A introdugdo da fase bioativa nos
compdsitos tem sido, em geral, realizada pelo método sol-gel, levando a obtengdo de um
material hibrido ou um nanocompdsito. A utilizagdo de particulas em tamanho
nanométrico é conhecida por influenciar o aumento da bioatividade nos materiais
cerdmicos e, além disso, a fase inorgdnica pode atuar como agente de refor¢o de carga
melhorando as propriedades mecdnicas do material. A quitosana também demonstra
resultados promissores na literatura, devido a sua capacidade de biodegradar e a sua
biocompatibilidade, além disso, possui elevada capacidade mecdnica quando associada
ao agente de reticulagdo glutaraldeido. Neste trabalho foram adotadas duas estratégias
para introdugdo da fase bioativa, uma seria na forma de solugdo (sol) e outra na forma
de nanoparticulas obtidas pelo método de copreciptagdo. Outra estratégia foi o uso do
método de liofilizagdo para a obtengdo de porosidade nas matrizes. O objetivo foi
comparar os resultados obtidos nas duas rotas em filmes e matrizes hibridas e
nanocompdsitas nos principais aspectos: andlise quimica, porosidade, diferengas
morfoldgicas, resisténcia mecdnica, bioatividade, citotoxicidade. Os resultados foram
promissores: o FTIR dos filmes mostra a presenga de grupos funcionais caracteristicos do
vidro bioativo, confirmando sua introdugdo na rede polimérica. Resultados significativos
de bioatividade mostraram a formagdo de uma camada de fibrilas na superficie do filme
hibrido, caracteristica tipica morfolégica de HCA, confirmados por DRX e FTIR. Os
resultados das medidas de pH mostraram-se estdveis apds imersdo dos filmes em SBF por
7 e 28 dias. A maioria das matrizes apresentou uma macroporosidade bem homogénea
com interconectividades e distribuicdo de tamanho de poros entre 50 e 120 um,
percentual de porosidade aparente variando de 62 a 91% e total de 93 a 96%. Filmes
hibridos e nanocompdsitos apresentaram um elevado aumento de resisténcia mecdnica
alcangando valores da ordem de 80 MPa e 22% nos filmes, 0,11 MPa e 71% nas matrizes
significativamente superiores aos apresentados pela quitosana pura e aos compdsitos a
base de silica e polimeros relatados na literatura. Os ensaios biolégicos realizados com
resazurina em osteoblastos humanos demonstraram uma viabilidade celular bastante
promissora confirmando os baixos niveis de toxicidade apresentados pelos materiais

hibridos e nanocompdsitos.
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ABSTRACT

Nanostructured scaffolds have generated promising results in bone tissue engineering.
The production of composites bioactive glass/polymer have been the focus of studies in
the literature, which have associated to the bioactive glass the capacity to form a strong
bond with the bone tissue surface. One method for introducing the bioactive phase in
composites has been the sol-gel method, leading to a hybrid or a nanocomposite
material. The presence of the bioactive phase at the nanometer scale increases the
bioactivity and, in addition, acts as an agent for improving the mechanical strength of
the material. Among the polymers more frequently used, Chitosan shows promising
results in the literature, because of its ability to biodegrade, its biocompatibility, and a
high mechanical strength when combined with crosslinking agents. In this work
composites bioactive glass/chitosan were developed using two strategies for introducing
the bioactive phase: i) a precursor solution (sol) was added to the polymer solution
(materials obtained heretofore called hybrids); ii) bioactive glass nanoparticles
obtained previously by the sol-gel method was added to the polymer solution (materials
obtained heretofore called nanocomposites). The main objective was to compare the
films and porous matrices obtained when using the two different routes, in terms of
chemical composition, porosity, pore morphology, mechanical behavior, bioactivity, and
cytotoxicity. The FTIR results showed the presence of characteristic functional groups of
bioactive glass, confirming its introduction into the polymeric network. Some composites,
particularly those with higher glass content, showed significant bioactivity, confirmed
through the formation of a surface layer with morphological characteristics typical of
HCA, confirmed by DRX and FTIR. Most scaffolds obtained presented a homogeneous
pore structure with interconnectivity, pore size distribution between 50 and 120um, and
porosity ranging from 62 to 91%. Hybrids and nanocomposites obtained presented high
mechanical strength, with values reaching the order of 80MPa for films and 11MPa for
scaffolds, values significantly higher when compared to those shown by pure chitosan or
composites based on silica and other polymers reported in the literature. The maximum
deformation reached values in the order of 22% for films and 71% for scaffolds. In
general the increase in strength obtained for the nanocomposites was more pronounced
than for hybrids. Biological assays performed using human osteoblasts showed cell
viability close to the control, confirming the low toxicity presented by the hybrids and

nanocomposites materials developed.



1. INTRODUCAO

Inameras pesquisas tém sido realizadas para o desenvolvimento de dispositivos que
substituam ou reparem as estruturas 6sseas, devido a grande perda de tecido 6sseo

ocasionado por traumas em acidentes ou patologias sofridas neste tecido.

Um outro fator importante relacionado a essa estrutura do aparelho locomotor
humano é que a expectativa de vida tem aumentado com o passar dos anos o que
também gera uma demanda maior de dispositivos que reparem ou amenizem o
envelhecimento natural do sistema esquelético como um todo, visto que ele
funciona como uma alavanca e gera sustentacdo ao corpo humano. Portanto, é
imprescindivel um estudo minucioso de dispositivos que atendam essa demanda.
Entre eles surgem os biomateriais, com varias possibilidades de utilizacdo no reparo
do tecido 6sseo. Muitos estudos ja estdo bem desenvolvidos e abrangem o uso de
uma variedade de materiais sintéticos e naturais, que por sua vez mimetizam as
propriedades dos ossos no que diz respeito a estrutura, a bioquimica, a morfologia

entre varios outros requisitos.

Os dispositivos ou substratos para crescimento de tecido, em geral, sdo
denominados matrizes e atuam na restauracgdo da funcdo de um érgao ou membro
utilizando as tecnologias da engenharia de tecido. Normalmente esse substrato
necessita de uma microestrutura porosa. A elevada porosidade é desejavel para
permitir migracdo celular, crescimento do tecido e eventual vascularizacao (Jones et
al. 2006). Porém um problema relacionado a este tipo de estrutura porosa seria
justamente a baixa resisténcia mecanica resultante em grande parte dessa alta,

embora necessaria, concentragdo de poros.

As propriedades mecanicas de matrizes porosas sdao de importancia crucial,
especialmente quando se trata de regeneracao de tecidos duros como cartilagem e
0sso que requerem suporte de carga. A forma ou configuracdo do tecido duro é um
aspecto importante para sua funcdo, e em tais casos, a técnica de processamento
deve permitir a preparacdo de macroestruturas com geometrias tridimensionais

irregulares (Thomson, et al, 1997). Deste modo, no processo de sintese das matrizes,



tanto o material utilizado quanto a sua forma de obtencao devem suprir esta

demanda de resisténcia estrutural.

O tecido 6sseo natural é um material nanocompdsito organico-inorganico complexo,
no qual nanocristais de hidroxiapatita e fibras de colageno estdo organizados em
uma arquitetura hierarquica. A principal abordagem para se produzir biomateriais
artificiais que substituem o tecido 6sseo € justamente se inspirar nesse
biomimetismo e produzir nanocristais de fosfato de calcio como a HA, dispersas em
matrizes poliméricas (Cai et al, 2009). Portanto, o material desenvolvido nesse
trabalho seguiu esse sistema de um material compoésito. Nesse sentido duas
estratégias foram feitas almejando melhorar as propriedades mecanicas da matriz
3D. Uma dessas estratégias é a utilizacdo do método sol-gel para insercdo de vidro
bioativo (sol) em uma matriz polimérica, material denominado neste trabalho de
hibrido e a outra estratégia é a utilizacio de nanoparticulas de vidro bioativo

dispersas em uma matriz polimérica, material denominado de nanocompadsito.

A estratégia de uso do método sol-gel apresenta-se potencialmente util em
possibilitar a combinacdo de polimeros com materiais ceramicos. Isso por que
permite a preparacdo de materiais ceramicos, como o vidro bioativo, em
temperaturas compativeis com a do processamento de polimeros (Pereira, 2005a).
Além dessa caracteristica, os materiais a base de silica como o vidro bioativo (sol)
dispersos em uma matriz polimérica podem realizar possiveis ligacdes covalentes
entre as fases organica-inorganica durante o processo de sintese criando um

material resistente (Jones, 2009).

A outra estratégia foca o uso de vidro bioativo em forma de nanoparticulas. Os
materiais em nano-escala comparados aos de micro-escala apresentam uma grande
area superficial, o que proporciona um aumento interfacial entre o vidro e a matriz
polimérica produzindo materiais com alto desempenho mecéanico. Além disso, o
vidro bioativo em nanoescala pode estimular uma maior reacdo entre o material e as
células, gerada pela extensa area superficial das nanoparticulas, elevando a

bioatividade do material (Hong et al, 2008; Chen et al, 2009).



A utilizacdo das duas estratégias visa definir um método mais adequado para obter
matrizes com estrutura porosa, bom desempenho mecdnico e adequada

bioatividade.

Nos ultimos anos, os vidros bioativos tém sido amplamente usados para estimular o
crescimento 0sseo. Sua importancia esta na capacidade de promover a formacado de
uma interface de ligacao entre sua superficie e os tecidos vivos vizinhos ao material.
A formacgdo, in vitro, sobre a superficie do material de uma camada rica em
hidroxiapatita carbonatada semi-cristalina é uma indicacdo da bioatividade dos

vidros bioativos in vivo (Li, 1991a; Jones, 2012).

A quitosana também é um material que tem sido explorado para a aplicagao nas
areas biomédica e biofarmacéutica. Ela é um biopolimero natural, ndo toxico,
biodegradavel, biocompativel e possui propriedades de adsor¢do de proteinas

(Peter et al., 2010).

O uso desses dois materiais para formar um hibrido e um nanocompdésito é uma
estratégia para aumentar a capacidade de resisténcia mecanica dos scaffolds,
atendendo a demanda de carga em enxertos Osseos. Existem alguns estudos
demonstrando a interacdao no nivel molecular da quitosana com materiais a base de
silica. A quitosana possui grupos funcionais como as hidroxilas e os grupos das
aminas, os quais possuem grande possibilidade de se ligarem rapidamente a outros
grupos funcionais (Al-Sagheer & Muslim, 2010; Peter et al. 2009 e 2010; Lee, et. al,
2009).

Na literatura foram relatados alguns trabalhos com resultados promissores como o
de Reis (2007) que desenvolveu um hibrido sintetizado com quitosana e vidro
bioativo, com variagdes de 0 a 30% de teor de quitosana inserida na matriz de vidro
bioativo. O ensaio mecanico de compressao em hibridos porosos mostrou que a
tensdo maxima a fratura teve um aumento significativo nas amostras contendo 20%
m/m de quitosana, atingindo valor de 0,58 MPa, sendo significativamente superior
as amostras obtidas nos vidros puros que obtiveram valores maximos de tensao de
0,13 MPa. No trabalho de Dias et al., (2010) hibridos sintetizados com quitosana,

Polivinyl Alcool (PVA) e vidro bioativo apresentaram valores de tensdo maxima a



tracao de 25 MPa, 34 MPa, 34 MPa, 29 MPa e 19 MPa, nos filmes com teores de 0, 5,

10, 20 e 30% m/m de vidro, respectivamente.

Embora os resultados da literatura tenham sido promissores em relagdo as matrizes
na faixa de composicao de 0 a 30% m/m de quitosana, estes valores ainda sdo
baixos em relagdo ao necessario requerido pelas matrizes de regeneracao do tecido
0sseo. Valores de resisténcia a compressao do osso trabecular se encontram na faixa
de 2-12 MPa (Jones, 2006; Dash et al, 2011). Além disso, investigacdes da literatura
ndo apresentam resultados para ensaios mecanicos de filmes e matrizes que
envolvam a quitosana e nanoparticulas de vidro bioativo como é o caso de Peter et
al. (2009, 2010) que, embora tenha utilizado as nanoparticulas de vitroceramica

bioativa imersas em quitosana, ndo realizou ensaios mecanicos em suas publicac¢des.

Portanto, esse trabalho foca atender as demandas de carga dssea almejando o
aumento da resisténcia a compressao até a faixa desejada de 2-12 MPa. Para tanto,
atuou com novas estratégias de sintese como a utilizacdo de nanoparticulas de vidro
bioativo, a utilizacdo do processo de liofilizacdo para obter materiais porosos e
resistentes. Além disso, esse trabalho visa também oferecer uma continuidade dos
estudos de Reis (2007) e Dias et al (2010), atuando de forma a complementar o
estudo da faixa de composi¢des no sistema quitosana-vidro bioativo, o qual utilizou
alto teor de polimero e baixo teor de vidro. Foram sintetizados filmes e matrizes
hibridas com 10, 20 e 30% m/m de vidro bioativo inseridos na matriz de quitosana.
O percentual de vidro incorporado a fase organica na forma de nanoparticulas teve

teoresde 1,3,5e 10% m/m.



2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Obtencao e caracterizacdo de hibridos e nanocompositos nas conFigura¢des de
filmes e matrizes 3D, sendo os hibridos obtidos por solucdo de quitosana adicionada
a solucdo de vidro bioativo (sol) e os nanocompdsitos obtidos por adicao de
nanoparticulas de vidro bioativo na solu¢do de quitosana. Os dois sistemas foram

desenvolvidos para a aplicacdo em engenharia de tecidos dsseos.
2.2 Objetivos Especificos

e Obtencdo de hibridos: a partir da solucao de quitosana e solugdo de
vidro bioativo.

e Obtencdo de nanocompositos: adicdo de nanoparticulas de vidro
bioativo na solucdo de quitosana.

e Obtencdo de matrizes porosas 3D através do método de Liofilizacao.

¢ Obtencdo de filmes através da técnica de evaporacdo do solvente.

e C(CaracterizacOes fisicas, quimicas, mecanicas dos filmes e matrizes
obtidos.

e Avaliagdo do percentual e do tamanho de poros das matrizes através
da Microtomografia Computadorizada (uCT).

e Avaliacdo da bioatividade dos filmes.

e Avaliacdo de citotoxicidade dos filmes.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomateriais e Matrizes para Engenharia de Tecidos

A partir do ponto de vista da engenharia de tecidos, um material sintético deve
apresentar estreita afinidade com o ambiente celular, interagindo com toda a
dinamica de desenvolvimento e crescimento tecidual. Isso envolve mecanismos de
diferentes afinidades, seja no nivel atémico, molecular, ou em um nivel macro.
Trata-se de um processo complexo que necessita de investigacdes do universo
fisico-quimico dos materiais em concordancia com todo o universo biologico.
Embora ja se saiba muito desses dois universos, ainda temos muito a descobrir das

suas interagdes e consequéncias num ambiente real.

A ciéncia dos biomateriais surge com um carater interdisciplinar de pesquisa e
desenvolvimento de tecnologias, envolvendo conhecimentos da engenharia com as
ciéncias da saude como a medicina, odontologia, quimica, biologia entre varias

outras.

A engenharia de tecido é uma ciéncia que visa a regeneracao do tecido humano. A
reconstrucdo do tecido vivo é possivel através do desenvolvimento de técnicas de
manipulacdo especifica em ambiente de laboratérios objetivando o crescimento de
moléculas, células, tecidos ou 6rgaos para restaurar manter, ou melhorar a fungao
do tecido e, fundamentalmente, compreender as relagdes entre estruturas-fungdes

em tecidos normais e patologicos.

Na atualidade, correntes esforgos cientificos tém procurado resolver o problematico
tratamento de grandes perdas dsseas. Juntamente com a ndo unido das fraturas, os
defeitos 6sseos continuam sendo um sério problema associado a perda da funcao do

orgao, prejudicando a qualidade de vida dos pacientes afetados (Drosse et al., 2008).

De modo geral, os transplantes de 6rgdos e tecidos possuem uma demanda muito
alta e muito superior em relacdo a oferta dos mesmos e, infelizmente, as projecoes
indicam que essa discrepancia continuard grande nos préximos anos. Além dessa
caréncia, tém-se dispendiosos gastos na area de ortopedia. Dados estatisticos no

Brasil mostram que, no ano de 2004, os gastos do Sistema Unico de Satide (SUS) com



ortopedia totalizaram cerca de R$60 milhGes de reais, sendo que destes, R$30
milhdes foram gastos na compra de proteses para o procedimento de artroplastia
total de quadril. Somado a isso, ainda em 2004, houve um gasto adicional de quase
R$ 7 milhGes utilizados na compra de prdteses para cerca de 1500 cirurgias de
revisdo (Costa, 2010; Reis, 2007; Soares, 2005). Outro fator relevante é o aumento
da expectativa de vida no pais. O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) relata que a expectativa de vida do brasileiro aumentou em 25,4 anos de
1960 a 2010, ao passar de uma média de 48 anos para 73,4 anos. A participacdo de
idosos na populacao saltou de 2,7% para 7,4%. Portanto, nos préximos anos existira
uma demanda elevada em ortopedia, a qual devera atender também essa crescente

populagdo idosa.

Visando atender esse déficit de tecidos e 6rgaos, a engenharia de tecido surge como
uma nova estratégia na area da ortopedia. Através dela é possivel desenvolver de
forma sintética um substrato ideal para o crescimento de células in vitro e in vivo,
que normalmente é chamado de matriz ou, em inglés, scaffold (Fig. 3.1). Nele é
possivel as células aderirem, crescerem e proliferarem, auxiliando na construcao da
matriz extracelular (MEC), gerando um novo tecido, o qual pode ser implantado no

local que ocorre determinada lesdo (Williams, 2006; Ratner et al., 2004).

Figura 3.1: Substratos sintetizados para o crescimento de tecidos (Biomerix Biomaterial).



Uma estratégia utilizada na engenharia de tecidos para o desenvolvimento de um
novo tecido (Fig. 3.2) consiste no isolamento de células especificas através de uma
pequena bidpsia do paciente com o objetivo de cultiva-las em uma matriz
tridimensional porosa, natural ou sintética, sob condi¢cdes de cultura precisamente
controladas. Com a presenca de fatores de crescimento e diferenciacdo, o sistema
construido é implantado no sitio defeituoso do paciente, em local anatomicamente
apropriado onde ocorre direcionamento, crescimento e remodelacdo in vivo e
recapitulacdo da fungdo do 6rgao ou tecido, ao mesmo tempo em que a matriz se
degrada e possa ser eliminada do organismo sem causar efeitos tdxicos ao mesmo

(Reis, 2007; Zhang & Zhang, 2004; Schoen et al., 2004; Shin et al, 2003).

Figura 3.2: Etapas da engenharia de tecidos para a criagdo de um novo tecido (Biomed

Brown).



Para ter éxito na reconstru¢do de um novo tecido 6sseo, a partir de um substrato

sintético é necessario realizar as seguintes etapas (Hutmacher, 2000):

1. Sintetizar uma adequada matriz bioreabsorvivel

2. Semear células de osteoblastos no interior do substrato num meio de
cultura estatico

3. Gerar o crescimento de tecido imaturo num meio dinimico, através do uso
de bioreatores

4. Gerar o crescimento de tecido maduro num ambiente mais préximo ao do
meio bioldgico

5. Realizar o transplante cirurgico

6. Conseguir a integracao do tecido transplantado ao tecido hospedeiro

No sentido de identificar os biomateriais mais adequados para o crescimento de
tecidos é necessario investigar bem o sistema de funcionamento do crescimento e
da regeneracdo do tecido especifico, o qual se pretende reconstruir. Por outro lado,
também é necessario investigar as caracteristicas que deve ter uma matriz em
funcdo do tipo do tecido lesionado. Para tal é imprescindivel que no projeto de uma
matriz sejam seguidos alguns requisitos para o seu bom desempenho. Uma matriz
de regeneracdo 0ssea para ter sucesso de implante no local lesionado deve (Buckley

2004; Jones, 2009):

1. Ser biocompativel (induzindo ao minimo de toxicidade ou resposta
imune in vivo);

2. Promover adesdo celular, ligagdo com o osso e estimular a
osteogénese;

3. Atuar como um suporte de crescimento 6sseo e, portanto, ter uma
estrutura porosa (diametros da ordem de 100 pm) com
interconectividade que possa permitir o crescimento celular,
vascularizacdo e suprimento de nutrientes;

4. Reabsor¢do segura no corpo (remodelacdo do tecido) e ter uma taxa
controlada de degradacao;

5. Exibir propriedades mecanicas similares a do osso anfitrido;
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6. Ter processos de fabricacdo os quais permitem flexibilidade para
possuir varias formas;

7. Ser esterilizavel e ter caracteristicas legais para uso clinico.

As propriedades das matrizes dependem primariamente da natureza do biomaterial,
do processo de fabricacdo e da microarquitetura 3D. A natureza do biomaterial tem
sido objeto de extensivos estudos envolvendo diferentes materiais, e combinag¢des
desses materiais para formar compoésitos. Materiais compositos feitos a partir de
polimeros e ceramicas bioativas tem atraido muito atencdo como um promissor
biomaterial para a engenharia de tecido 6sseo devido a sua combina¢do de
biocompatibilidade e biodegradabilidade polimérica com a bioatividade das

bioceramicas (Hong et al., 2008; Renghini et al., 2009).

3.2 Materiais Compdsitos e Hibridos

Um compdsito trata-se de um material resultante da combinac¢do de dois ou mais
componentes, com distintas composicdes, estruturas e propriedades e que estdo
separados por uma interface em escala microscopica. As composi¢coes devem estar
presentes em propor¢des razoaveis (> 5%). O objetivo principal de se produzir
compositos é de combinar diferentes materiais para produzir um uUnico produto
com propriedades superiores as dos componentes unitarios. O tecido 6sseo tem
suas propriedades baseadas na combinacdo bem-sucedida de particulas de
hidroxiapatita carbonatada (HCA) com fibras de coldgeno e, portanto a substitui¢cdo
de tecidos vivos por materiais sintéticos pode estar ligada ao desenvolvimento de
compositos especiais capazes de reproduzir as propriedades dos tecidos vivos

originais (Oréfice, 2006; Vasconcelos, 1999).

O osso humano é composto de uma fase organica (30% em peso), constituida
principalmente por coldgeno, e uma fase inorganica (60% em peso) composta pela
apatita. O restante é constituido basicamente por dgua. In vivo, os cristais de apatita
crescem sobre as fibras colagenas com uma orienta¢do preferencialmente paralela
umas sobre as outras e no sentido longitudinal ao osso. Esta conFigura¢do peculiar
dos cristais de apatita é responsavel por proporcionar resisténcia ao 0sso enquanto

permite alguma flexibilidade aos mesmos (Athanasiou et al,, 2000).
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Um tipo especial de compésito sintético é o denominado material hibrido, esse
termo “Hibrido Orgdnico-Inorgdnico” comecou a ser usado muito recentemente, nos
ultimos 20 anos, com o desenvolvimento de silicatos organicamente modificados,
destacando-se a preparagdo de géis inorganicos, impregnados por polimeros
organicos. Hibridos sdo materiais homogéneos, constituidos por componentes de
origem organica e inorganica, cuja, mistura dos seus componentes ocorre em escala
nanométrica ou submicrométrica, o que os tornam diferentes dos compoésitos
convencionais. Deste modo, compésitos e hibridos diferem entre si nas dimensdes e
na dispersdo de seus componentes. E esperado também desses materiais que
formem possiveis ligacdes covalentes entre a fase inorganica e organica, um
problema comum, em compdsitos convencionais (José, 2005; Al Sagheer & Muslim,
2010). Os derivados da quitosana e a propria quitosana podem apresentar
interacdes especificas com a superficie de gel de silica, como ligagdes quimicas ou

adsorg¢do especifica (Muzzarelli & Muzzarelli, 2002).

Materiais hibridos organico-inorganicos podem ser obtidos por alguns métodos, o
mais utilizado é o processo sol-gel. Esse método apresenta-se potencialmente util
porque possibilita a combinacao de polimeros com materiais ceramicos em escalas
moleculares e ao mesmo tempo permite a preparacdo de materiais ceramicos em
temperaturas compativeis com o processamento de polimeros. Além disso, as
reacdes de polimerizacao das cadeias inorganicas no método sol-gel se assemelham
as reacdes usualmente encontradas na sintese e modificacdo de polimeros (Pereira,

2005).
3.3 Materiais Nanocompdsitos e as Nanoparticulas

Matrizes para a aplicagdio na engenharia de tecido 6sseo devem oferecer
caracteristicas macro e micro para interacdes fisicas e quimicas com os agentes
bioldgicos (células, moléculas, fatores de crescimento). Continuos esfor¢cos tém sido
feitos no sentido de melhorar a interface de atuacao do biomaterial com o fluido
biolégico. Podemos citar entre outros, biofilmes densos e porosos, matrizes 3D com
nanoparticulas, matrizes com nanoporos. E conhecido que as nanosuperficies e as

nanoparticulas influenciam o comportamento das células no que diz respeito a
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adesdo e proliferacao celular, portanto é imprescindivel que cada vez mais se
busque solugdes no nivel da nanoestrutura, o que permite ao biomaterial se
aproximar muito da dinamica de funcionamento do sistema biolégico (Dalby et al,

2006).

O termo nanocomposito foi introduzido para designar materiais compositos
contendo mais de uma fase sélida na qual a fase dispersa apresenta, pelo menos,
uma das suas dimensdes em escala nanométrica. O objetivo de se criar um
nanocompoésito em engenharia de tecidos é obter uma interagdo em nanoescala
entre a fase inorganica bioativa e a fase organica, criando um material resistente

(Boury, 2002; Jones, 2009).

Para fins de engenharia de tecido 6sseo, compdsitos produzidos a partir de polimero
e vidro bioativo sdo de grande interesse quando usados em nanoescala para
melhorar tanto as propriedades mecanicas quanto as propriedades bioldgicas das
matrizes. Ao se comparar os vidros bioativos em micro escala com as particulas
nanomeétricas, estas apresentam area superficial milhares de vezes maior e podem
formar uma interface com melhor desempenho nos compédsitos de matriz
polimérica. A introdugdo de particulas nanométricas de vidro bioativo em materiais
poliméricos pode aumentar a rigidez do material polimérico sem, no entanto,
diminuir muito a sua resisténcia mecanica. Além disso, os vidros bioativos que
possuem area de superficie em nanoescala permitem maior adsor¢do e maior
bioatividade. Existem evidéncias na literatura de que ocorre uma deposicdo mais
rapida ou mineralizacdo de tecidos, tais como osso ou dentes quando estes tecidos
estdo em contato com as particulas em nanoescala em oposicao as particulas
microdimensionadas. Ao considerar que a estrutura do osso exibe caracteristicas em
nanoescala, ou seja, consiste numa mistura de fibrilas de coldgeno sob medida e
nanocristais de hidroxiapatita, o material de implante sintético imita as nano
caracteristicas que ocorrem na superficie do osso. Na literatura também tem sido
demonstrado um aumento de formacdo 6éssea, ocorrendo maior adesdo e
proliferacao celular (Oliveira 2011; Boccaccini et al. 2010; Sen lin et al, 2009;
Guarino et al., 2007; Ostomel et al., 2006; Rezwan et al., 2006; Palin et al., 2005; Yao
etal, 2005; Kay et al., 2002; Webster et al,, 2000; Roco, 1999).
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Nao somente a bioreatividade da superficie das nanoparticulas ird ser mais elevada
que as particulas de tamanho micro, mas também estas nanoparticulas de vidro
bioativo irdo induzir a formacao de superficies nanoestruturadas sobre a matriz, a
qual estard suscetivel a melhorar a ligacdo com as células de osteoblastos e seu

subsequente comportamento celular (Alves et al., 2010).

As nanoparticulas de vidro bioativo podem ser obtidas pela combinacdo do processo
sol gel e o0 método de co-precipitacdo, onde inicialmente ocorre a hidroélise dos
precursores sob condicdes acidas e posteriormente estes sdo condensados e
monodispersos em solucdo alcalina. O resultado é uma dispersdao contendo
nanoparticulas. A morfologia e o tamanho das nanoparticulas de vidro bioativo sdo
conseguidos variando as condi¢des de sintese e a razao entre os reagentes (Oliveira,
2011; Boccaccini et al,, 2010; Hong et al. 2009). Cinco parametros desempenham um
papel importante no tamanho e na distribuicdo de tamanho de nanoparticulas de
silica: (i) relacao TEOS/H-0, (ii) a concentracdo de catalisador, (iii) temperatura de
reacao, iv) alcool utilizado, e v) método de agitacao (Rahmana et al., 2007; Rao et al,

2005).

3.4 0 Processo Sol-Gel

A partir da década de 80, houve um interesse crescente sobre o processo sol-gel.
Uma vantagem importante desse processo é a habilidade para se controlar as

propriedades quimicas da superficie do material (Greenspan, 1998).

Originalmente o processo sol-gel foi destinado a produgao de vidros homogéneos e
ceramicas de alta pureza em temperaturas bastante inferiores as utilizadas nos
processos convencionais, aspecto o qual, viabilizou a incorporagao de uma fase
organica no material ceramico com baixo risco de degradacdo térmica e com
extrema integracdo entre os constituintes, o que poderia significar a existéncia de
ligagdes quimicas primdrias ou secunddrias especificas entre os mesmos (Costa,
2001). Além disso, um aspecto relevante nessa técnica que a difere das demais
utilizadas nos sistemas de vidros e ceramicas é que esta permite a construcao de

estruturas porosas.
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Essa técnica tem sido empregada nos ultimos anos com sucesso na producdo de
materiais como os vidros bioativos, por elevar a reatividade desses, pois fornece
materiais com elevada area superficial. Os vidros produzidos por esse processo
podem apresentar uma bioatividade de 100% de SiO2. Devido a sua ampla area
superficial e grande concentracdo de grupos silanol (SiOH) sobre a superficie do
material microporoso. Hd um aumento da nucleagdo e cristalizagdo de
hidroxiapatita carbonatada (HCA) sobre o material, requisito necessario a

bioatividade (Pereira et al., 2006).

De maneira geral, o processo sol-gel refere-se a qualquer rota de sintese de
materiais onde, num determinado momento, ocorre uma transicao do sistema sol
para um sistema gel. O sol é constituido de uma suspensdo de particulas coloidais
(didmetros menores que 100nm) em um liquido, sendo o gel formado pela estrutura
rigida de particulas coloidais (gel coloidal) que imobilizam a fase liquida nos seus
intersticios (Fig. 3.3). A diferenca entre um sol e uma solugao reside no fato de que a
solucdo é um sistema de uma unica fase, enquanto que um sol é uma suspensdo de
uma fase s6lida em uma fase liquida. Portanto, um gel imido é uma substancia que
contém um esqueleto solido continuo cercado de uma fase liquida (Oliveira, 2007;

Mamede & Prado, 2005).

Solucgdo dos

Precursores Sol Coloidal
-
Hidrélise e Gelaca
Condensagéo elagao

Figura 3.3: Esquema mostrando o principio do processo sol-gel (adaptado de Gupta &

Kumar, 2008; Costa, 2010).
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De outro modo, os géis poliméricos sao, geralmente, preparados a partir de solugdes
onde ocorrem reacoes de polimerizacao, e a gelacdo ocorre pela interacao entre as

longas cadeias poliméricas lineares (Fig. 3.4).

Figura 3.4: A transicao sol-gel: (a) formacao de gel particulado e (b) formac¢do de gel

polimérico (Adaptado de Alfaya & Kubota, 2002).

Dentre os compostos alcéxidos utilizados para a preparagdo de materiais via sol-gel,
destacam-se os dos elementos silicio, aluminio, zirconio e titdnio, largamente
utilizados. Os alcéxidos de silicio sdo os utilizados na sintese da silica (SiO2). O
processo sol-gel via alcoxido é um método de sintese relativamente simples usado
para o preparo de vidros e ceramicas de alta pureza, a temperaturas bastante
reduzidas e com grande flexibilidade na preparacao de sistemas com composicao e
formas variadas. A evolu¢do da sintese através do processo sol-gel requer uma

combinagdo de precursores de alcéxidos metalicos [M(OR)n] e agua, onde M é o
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elemento inorganico formador de rede e R é tipicamente um grupo alquila (Airoldi e

Farias, 2004; Costa, 2010).

O processo sol-gel pode ser dividido em sete etapas, conforme descrito abaixo,
porém neste trabalho foram utilizadas apenas as etapas A, B e C. A utilizacdo da
sintese na forma de solu¢do requer apenas as trés etapas para a construcao de

filmes e matrizes:

Dissolucdo e mistura dos precursores
Moldagem (vazao em molde)
Transicao sol-gel ou gelacdo
Envelhecimento

Secagem

Estabilizacdo

0" mo 0w

Transicao de gel para vidro ou sinterizacao

O processo sol-gel de forma geral se inicia com a mistura de agua, catalisador e o
alcéxido metalico. Com o contato das moléculas de agua com as de alcoxidos,
iniciam-se as reacdes de hidrolise e condensagdo. De acordo com o produto final
desejado, algumas condi¢coes devem ser obedecidas para garantir um sucesso na
obtencdo dos diferentes materiais tais como monolitos, fibras e filmes finos. A
concentracdo da dgua na solucdo de alcéxidos, o tipo e a concentracdo de catalisador
e a temperatura do processo sdo variaveis que devem ser controladas (Oliveira,

2007).

O sol obtido é transferido para um molde de geometria desejada. A forma final do
gel é uma reproducao do molde utilizado, embora as dimensdes do produto final
fiquem alteradas devido as contragdes que ocorrem durante o processo. O material
do molde deve ser escolhido de forma que evite a adesdo do gel. A gelacao envolve o
crescimento e agrupamento de unidades poliméricas para formar uma rede
continua que se estende através do liquido. Quando os polimeros em solugdo
crescem através das reacoes de condensacdo, eles se unem para formar
macromoléculas que se estenderdo por toda a solucdo. Esse ponto representa a

transicao de sol para gel, e é reconhecido pelo grande aumento na viscosidade da
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solucdo. O ponto de gel representa o momento quando o ultimo elo é formado na
cadeia de ligacoes que constitui a extensao de aglomerados. O sol torna-se um gel

quando ele pode suportar uma tensao elastica.

O processo de mudanca na estrutura e propriedade do gel que ocorre apos a gelagdo
¢ conhecido como envelhecimento. As reacdes quimicas que causam a gelagdo
continuam a ocorrer mesmo ap6s o ponto gel ser estabelecido, produzindo
resisténcia, dureza e contracdo na rede. Durante o envelhecimento ocorrem
mudancas em muitas propriedades estruturais do gel, tais como tamanho médio de

poros, porosidade e area superficial (Coelho, 2003).

3.5 0 Processo de Liofilizacao

Na literatura existem algumas técnicas que possibilitam a obtencdo de matrizes
porosas como: liofilizacdo ou TIPS (separacdo de fases induzida termicamente),
moldagem por compressdo / liberacdo de particulas, evaporacdo de solvente/
liberacdo de particulas, sintese de microesferas, prototipagem rapida (Monteiro,

2008).

Matrizes poliméricas 3D com alta porosidade (~97%) podem ser produzidas com
sucesso utilizando a técnica de liofilizacdo. Estas podem ser altamente porosas com
morfologias tubulares anisotrépicas e extensas interconectividades dos poros. Com
esta técnica é possivel controlar as macro e microestruturas das matrizes. A
microporosidade das matrizes, a morfologia dos poros, as propriedades mecanicas,
a bioatividade e a taxa de degradacdo podem ser controladas variando a
concentracdo do polimero na solugao, bem como a temperatura de congelamento do

sistema polimero/solvente (Ma & Zhang, 2001).

Em 1954 K.H. Neumann foi o primeiro a escrever sobre Liofilizacdo em seu livro,
cujo titulo pode ser traduzido para “Projeto de Liofilizacdo”, descrevendo o que
Altmann realizou - a liofilizacdo de partes de 6rgdaos em 1890. Mais tarde, Sawyer,
Lloyd e Kitchen tiveram sucesso na liofilizagao do virus da febre amarela em 1929, a

partir daf a liofilizacdo industrial se desenvolveu em grande escala. Ja em 1949, EW.
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Flosdorf mostrou em seu livro de liofilizacdo, a producdo e preservacdo do plasma

sanguineo e da penicilina (Oetjen e Haseley, 2004).

A desidratacdo de alimentos é um dos métodos mais antigos de preservagdo da
humanidade. A liofilizacdo é um processo de desidratacdo sem aquecimento,
também conhecida como “secagem por congelamento”. E um processo industrial
que consiste em remover o solvente e ou o meio de suspensdo do material, sendo
este cristalizado a baixas temperaturas e posteriormente sublimado (Fig. 3.5),
passando diretamente do estado so6lido para o estado vapor sob vacuo constante.
Deste modo é possivel gerar poros no material em conseqiiéncia dos espacgos vazios
resultantes no material apds o processo da sublimacao dos cristais. A liofilizagdo é
um processo amplamente usado para secar, de modo a melhorar ou manter a
estabilidade de varios produtos farmacéuticos, incluindo: virus, vacinas, proteinas,
peptideos, ou transportadores coloidais: lipossomas, nanoparticulas, nanoemulsdes.
A liofilizacao nao afeta diretamente a matriz sélida que envolve os cristais de gelo,

preservando as caracteristicas originais do material (Abdelwahed et al., 2006).
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Figura 3.5: Diagrama de fase da 4gua (adaptado de Oetjen e Haseley, 2004).
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A aplicacao do vacuo elevado na liofilizagdo faz com que os cristais sublimem mais
rapidamente. O objetivo principal desse processo é produzir uma substincia com

boas propriedades estruturais e estabilidade (Oetjen e Haseley, 2004).

A importancia do uso desse método em matrizes porosas nanocompdsitas seria uma
op¢do de método de secagem no qual tem possibilidade de manter as caracteristicas
estruturais mais intactas, ou seja, nao afetaria muito as propriedades mecanicas e

também manteria os poros formados pelos cristais apds a sublimac¢ao da solugao.

O processo de liofilizacao é relativamente demorado e seu ciclo pode ser dividido

em trés passos conforme Abdelwahed et al. (2006):

e (Congelamento (solidificacdo) (<0 °C)

e Secagem Primadria (sublimacdo do cristal-gelo), eliminacdo de 90% da agua,
produto apresentara cerca de 15% de umidade.

e Secagem Secundaria (desorc¢do da agua descongelada), eliminac¢do de 10% da

agua, produto desidratado, apresentando somente 2% de umidade.
3.5.1 Congelamento

O congelamento é o primeiro passo da liofilizacdo. O congelamento de um material é
um passo muito importante, pois a estrutura do produto congelado decidirad se o
produto podera ser todo liofilizado, e em que condi¢des isso podera ser feito.
Portanto, as conseqliéncias da taxa de congelamento, a espessura da camada do
produto (matriz) e excipientes utilizados sdo varidveis importantes nesse processo

(Oetjen e Haseley, 2004).

E importante controlar a taxa de congelamento do material; assim, caso ela ocorra
com a velocidade alta, é possivel obter cristais bem pequenos, mas se a taxa de
congelamento for lenta ocorrera a formagao de cristais maiores. Durante esta fase, o
liquido em suspensdo é congelado, e sdo formados cristais de dgua pura. Como o
processo de congelamento é continuo, mais e mais 4gua contida no liquido congela.
Isso resulta em aumento da concentracdo do liquido remanescente. Esse liquido
altamente concentrado e viscoso solidifica, resultando em uma fase amorfa, ou as

duas fases, amorfa e cristalina combinadas (Franks, 1990).
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No processo de liofilizagdo, o segundo ponto principal é a medicdo e o controle das

duas fases de secagem.
3.5.2 Secagem Primaria

O primeiro estagio da secagem envolve a sublimagdo dos cristais de gelo a partir do
produto congelado. Nesta fase, a pressao é reduzida e o solvente é sublimado.
Aproximadamente 95% da agua do material é sublimada nesta fase. Assim, o
material congelado sofre remoc¢do da agua dentro dos intersticios da estrutura
congelada sem danifica-la. O solvente passa de uma fase s6lida para uma fase gasosa
sem a formacdo da fase intermediaria liquida. Nesta fase, a pressao é reduzida
através da aplicacao de um vacuo parcial que acelera o processo de sublimacdo. Em
alguns sistemas ou equipamentos o processo ocorre da seguinte forma: o coletor é
ativado, resfriando a bobina para temperaturas inferiores a temperatura da amostra
e a dgua (ou solvente) é solidificada na bobina. O coletor impede o vapor de agua de
alcancar a bomba de vacuo, promovendo o seu bom funcionamento. A temperatura
do coletor pode estar entre -45°C e -85°C e a pressao entre 150 e 50mmHg. O
material, sob vacuo, pode ser congelado a temperaturas entre -10 e -25°C, durante

um periodo de tempo entre 1h e 10h (Williams & Polli, 1984; Mccaryhy et al., 2008).

E importante salientar que este é apenas um exemplo de utilizacdo do liofilizador,
existem varios modelos para diferentes tipos de materiais, com diferentes valores

de temperatura e pressao.
3.5.3 Secagem Secundaria

A secagem secundaria envolve a remoc¢ao de agua absorvida pelo produto. Esta é a
agua que nao formou cristais de gelo durante o congelamento. Esta fase tem como
objetivo sublimar as moléculas de agua que nao foram sublimadas na primeira fase
de secagem. A temperatura é mais elevada nesta que na primeira fase de secagem
(sublimacao), com o objetivo de quebrar as ligacdes fisico-quimicas que se
formaram entre as moléculas de dgua e o material congelado. A temperatura pode
estar entre 10°C e 20°C, e o tempo de secagem entre 36h e 48h, mantendo o vacuo

constante (Pikal et al, 1990; Mccaryhy et al., 2008).
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3.5.4 A Taxa de Liofilizacao

O processo de liofilizacao depende da area de superficie da amostra, da espessura da
amostra, da temperatura do coletor, do vacuo parcial, do ponto triplo e da
concentragio de soluto. E importante relembrar estes fatores quando se tenta obter

uma utilizagdo eficiente do liofilizador.

A area de superficie e a espessura da amostra podem ser ignoradas, quando a
amostra tem dimensdes reduzidas (milimetros). Para grandes volumes, esses
fatores ndo podem ser ignorados, uma vez que, quanto maior a area de superficie da
amostra, mais rapida é a taxa de liofilizacdo. Mas, para uma determinada area de
superficie, quanto maior a espessura da amostra mais lenta é a taxa de liofilizacao.
Para que ocorra liofilizacado, o gelo tem de ser removido da amostra via sublimagao,
sendo esta tarefa realizada pelo coletor (transforma o gelo em vapor) e pela bomba
de vacuo. Assim, a pressdo de dgua no coletor é mais baixa que a da amostra e o
fluxo de vapor de dgua desloca da amostra para o coletor. O processo de sublimac¢ado
ocorre muito lentamente nas condi¢des atmosféricas normais, sendo um bom vacuo
essencial para obter uma taxa liofilizacdo eficiente. A taxa de liofilizacdo é
diretamente proporcional a pressdao de vapor, que por sua vez é dependente da
temperatura do ponto triplo e da concentracdo de solvente na amostra. Por
exemplo, a solucdo do cloreto de sddio e agua liofiliza a uma taxa mais lenta que a
agua pura. Isto porque, quanto maior a concentracdo de soluto, menor € a area de
superficie da amostra congelada que é ocupado pela 4gua. O volume de amostra que
pode ser liofilizado esta relacionado com outros fatores e também com o tamanho e

o projeto do sistema de liofilizagdo (Labconco, 2007).

Um tipico equipamento de liofilizacdo consiste de uma camara de secagem com
prateleiras de temperatura controlada, que é ligado a uma camara de refrigeragdo
através de valvulas de grandes dimensdes. A camara é capaz de manter uma
temperatura muito baixa (< -50°C). Uma ou mais bombas de vacuo sdo conectados
em série na camara do condensador para atingir pressdes na faixa de 4 a 40Pa

(133,322Pa = ImmHg) em todo o sistema durante a operacdo (Pikal et al., 2002).
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3.6 Aspectos da Porosidade x Liofilizacao

A porosidade nas amostras nao ocorre de forma homogénea, pois sua estrutura,
tanto interna, quanto externa depende diretamente do processo ao qual estas sdo
submetidas. No processo de liofilizacdo a microestrutura das amostras pode
claramente ser dividida em trés zonas distintas (Fig. 3.6), cada uma delas
caracterizada por um tipo de morfologia e com dimensdes de poros distintos. Na
primeira zona (zona 1), a mais proxima da area de contato com o frio, nenhuma
porosidade é observada e o material é denso. Na segunda zona, o material é
caracterizado por uma morfologia celular. Finalmente, na zona superior (zona 3), a
material é lamelar, com longos poros paralelos alinhadas na dire¢do de crescimento

do cristal de gelo (Shirosaki et al, 2008; S. Deville et al. 2006).

r__-':. ] \_ -
a
on
z Lamelar
‘..-'.“-F---""n_"_ Y
*Zﬂna Celular
.H,-"'# H-"“-n_‘ Y
'zan31 Densa

L

Figura 3.6: Esquema do comportamento da porosidade em distintas regides da matriz

quando submetida ao processo de liofilizacao (Adaptado de Deville et al. 2006).

E importante salientar que nem todas as matrizes obtidas no processo de liofilizagdo
terdo esta estrutura exata como ilustrado na Figura 3.6. Portanto, a predominancia
das zonas, assim como, a morfologia dos poros dependera do material das amostras,

da temperatura, da taxa de resfriamento e também do material que acondiciona as
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amostras (da espessura da parede dos frascos). A Figura 3.6 é somente uma
ilustracdo esquematica da morfologia de poros predominantes em matrizes
compostas por material polimérico e por material inorganico obtidos pela técnica de

liofilizacao.

3.7 Microtomografia Computadorizada (uCT)

Uma das caracteristicas fundamentais para a regeneracao do tecido humano é gerar
condic¢des fisioldgicas, mecanicas e geométricas para um bom desempenho de
crescimento celular. Assim, todas as caracteristicas para o sucesso de um implante
para regeneracao tecidual devem seguir critérios rigorosos para atender uma
demanda especifica do tecido lesionado. Portanto o projeto de uma matriz de
regeneracao tecidual 6ssea deve analisar o ambiente em questdo de forma integral,
analisando o material tanto em escala macro quanto em uma escala micro. Para se
trabalhar nessas escalas temos a necessidade de técnicas que auxiliam a
visualizacdo e o entendimento desses ambientes tdo restritos e complexos. A
microtomografia computadorizada seria uma dessas técnicas capaz de fornecer
informagdes precisas qualitativamente e quantitativamente sobre a morfologia

tridimensional de matrizes sem destruir as amostras.

Os avancos na tecnologia da tomografia computadorizada foram possiveis com os
avancos do desenvolvimento da moderna tecnologia computacional por volta de
1960 e, portanto, somente por volta de 1972 a tomografia computadorizada de raio-

X foi introduzida na pratica clinica (Kalender, 2006; Lima et al, 2007).

O principal objetivo da microtomografia computadorizada é manter o material
intacto, por isso uma técnica ndo destrutiva é necessaria, pois para uma avaliacdo de
matrizes teciduais in vivo e in vitro é imprescindivel conhecer exatamente a
estrutura de poros das mesmas antes e ap6s a sua implantagdo. A tomografia
computadorizada é uma técnica que atua de forma nao invasiva e ndo destrutiva e
que possibilita obter informacdes sobre a estrutura interna de um elemento
investigado (determinacao de defeitos, posi¢des, informagdes sobre a anisotropia,
morfologia e tamanhos de poros, interconectividade dos poros). Permite também

diagnosticar a forma tridimensional (3D) de um detalhe do objeto inspecionado, por
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exemplo, em materiais porosos cada poro do material pode ser separado de seus
vizinhos e calculado separadamente. O interior da amostra pode ser estudado em
detalhes sem necessidade de seccionamento da mesma, permanecendo intactas.
Dentro da imagem digitalizada, o volume da matriz e a area superficial por volume
podem ser estudadas. A imagem 3D permite a visualizacao de qualquer regido da

matriz (Jones et al., 2007; Ho & Hutmacher, 2006).

Outro beneficio desta técnica é que ela permite avaliar o crescimento tecidual para
dentro dos poros, mede ainda as mudangas de conformacao da matriz a medida que
o tecido é formado e a matriz é reabsorvida, ou seja, é capaz de permitir a avaliagdo
da cinética de degradacdo da matriz. Os métodos tradicionais para avaliacdo da
osseointegracao de matrizes conjugadas com células sdo baseados em técnicas
radiograficas e histologicas bidimensionais. A microtomografia computadorizada
fornece informagcdes tridimensionais das mesmas. E uma técnica que tem sido muito
utilizada para o estudo do osso esponjoso e da interface tecido hospedeiro e matriz
ou implante (Renghini et al., 2009; Jones et al,, 2009; Lenthe et al, 2007; Reis, 2007;
Guptaetal, 2005; Atwood et al., 2004; Jones et al.,, 2004).

A investigacdo do objeto é feita obtendo as projecdes da amostra a partir de varias
direcoes. Isto pode ocorrer girando a amostra segundo a direcdo da radiacdo e com
isso é medida, em cada passo, a atenuacdo da radiacdo (Fig. 3.7). Cada projecao é
adquirida com o objeto rotacionado de certo angulo em relagdo a posicao original,
de modo que, se obtém uma proje¢do para cada angulo. Em suma, o processo
tomografico consiste em rotacionar o corpo de prova em passos de angulos iguais
até completar uma volta de 360°. A cada passo, sdo adquiridos varios quadros

gerando-se, no final, uma imagem (Lima et al, 2005).
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Figura 3.7: Esquema da técnica de TC e uCT (Adaptado de Lima et al, 2005).

Apés a captura das imagens as mesmas sdo reconstruidas para que possa ser
possivel sua visualizagcdo tridimensional. A microtomografia computadorizada
tridimensional por transmissdo de raios X possui os mesmos embasamentos da
tomografia computadorizada, ela é um avango das técnicas de inspecao por raios X
por ser um procedimento ndo invasivo, com um alto poder de resolucao (da ordem
de microns). O diferencial dessa técnica esta relacionado ao tamanho do foco tubo
de raios X. Este pardmetro pode variar desde 1 a 4 mm (foco normal) até 1 pm a
100 um (microfoco), passando pelas dimensdes de 1 a 0,1 mm (minifoco). O
pequeno diametro do foco do tubo de raios X é um atributo muito importante do
ensaio de uCT. Isso ocorre porque quanto menor for esse parametro melhor se dara
a focalizacdo das estruturas inspecionadas, o que esta intimamente relacionado com

a qualidade da imagem adquirida no ensaio microtomografico (Lima et al, 2007).

3.8 Os Vidros Bioativos

Os vidros bioativos sdo materiais baseados na silica amorfa e considerados ndo so
como biocompativeis, mas também como bioativos e osteocondutores. Certas
composicoes de vidros e vitroceramicas podem formar uma ligacdo mecanicamente
forte com o osso. Os componentes basicos dos vidros bioativos sdo SiOz, Naz0, CaO e
P;0s. Eles surgem como um material que tem sido amplamente estudado para a
aplicacdo em engenharia de tecido, porque possui a capacidade de promover a
formacdo de uma interface ou camada de ligacdo entre sua superficie e os tecidos

vivos vizinhos ao material. A formac¢ao dessa camada pode ser comprovada in vitro,
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quando se verifica a formacao, sobre a superficie do material, de uma camada rica
em hidroxiapatita carbonatada (HCA) semi-cristalina, indicando bioatividade (Fig.
3.8). Essa fase HCA formada é equivalente quimicamente e estruturalmente a fase

mineral do osso (Lee et al., 2006; Hench, 1993).
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Figura 3.8: Esquema da formacdo da hidroxiapatita na superficie do vidro bioativo.

Essa nova camada possibilita gerar o crescimento de tecido vivo sobre os scaffolds, a
partir da superficie dos poros. Os osteoblastos podem proliferar sobre a camada de
apatita formada diferenciando-se e formando matriz extracelular composta de
apatita bioldgica e colageno. Como conseqiiéncia, o tecido 6sseo hospedeiro entra
em contato com esta camada superficial de apatita e uma ligacdo quimica pode ser

formada entre o biomaterial e o osso natural (Kokubo et al.,, 2003; Kim, 2003).

Deve ser salientado que a formac¢do da camada de HCA ocorre nao somente sobre a
superficie do vidro bioativo, mas também no interior dos seus poros, levando a
diminui¢cdo do ndmero e tamanho dos mesmos, embora esta formagdo ndo ocorra de
maneira uniforme, pois a superficie externa mais exposta a solucdo reage mais
rapidamente que as paredes dos poros (Notingher et al., 2003; Ramila & Vallet-regi,

2001).
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Apesar da sua capacidade bioativa a utilizacdo de vidros bioativos como material
Unico em matrizes possui uma desvantagem; eles apresentarem baixa tenacidade a
fratura e resisténcia mecanica, especialmente na forma porosa. Assim, os vidros
bioativos utilizados como material isolado tem aplicacao limitada em situagdes de
carga. Alguns autores apresentam a resisténcia a compressdo, o moédulo de
elasticidade e alguns valores de tenacidade a fratura de matrizes densas e porosas
de ceramica bioativa nas referéncias (Jones et al, 2006; Seal et al., 2001; Keaveny et
al, 1993), e percebem que as matrizes particularmente porosas apresentam

propriedades mecanicas muito baixas comparadas ao osso cortical e esponjoso.

Atualmente alguns compositos de polimeros e vidros bioativos estdo sendo
desenvolvidos com o objetivo de aumentar a estabilidade mecanica da matriz e

melhorar a sua interacdo de bioatividade com o tecido.

3.9 A Quitosana

3.9.1 Filmes e Matrizes com Quitosana

Nos udltimos setenta anos a quitosana tém sido investigada no campo cientifico e
cada vez mais sendo estudada para aplicagdo como biomateriais, entretanto
somente a partir da década de 90 comecou-se a investir em pesquisas que envolvem
a quitosana, um versatil material, em sistemas de engenharia de tecido e
principalmente como matriz porosa 3D. Podemos ressaltar aqui alguns resultados
que envolvem o uso da quitosana como o de Madihally & Matthew (1999) que foi
um dos pioneiros a explorar a utilizacdo da quitosana pura como matriz 3D para a
area de engenharia de tecido. Ele utiliza o método de liofilizacdo para obter

biomateriais como matrizes porosas e micro-esferas.

Yang e varios colaboradores (2010) prepararam e caracterizaram uma nova matriz
de quitosana com fosfato de sédio, resultando em um material na forma de um
hidrogel, o qual obteve bons resultados através da utilizacdo do método de

liofilizacdo, fornecendo poros em sua estrutura.
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Peter et al. (2010) descreve em seu trabalho o desenvolvimento de uma matriz
nanocomposita de quitosana e vitroceramica bioativa, usando o método de

liofilizagdo para obter matrizes porosas.

Li et al. (2005) estudaram uma matriz hibrida porosa biodegradavel composta de
quitosana e alginato para ser utilizada na engenharia de tecido servindo como um
enxerto temporario para acomodar e estimular o crescimento de tecido. As

amostras foram obtidas pelo processo de liofilizagdo.

Costa Jr et al, (2007b) desenvolveram filmes de quitosana/PVA, quimicamente

reticulados para aplicacdo potencial em engenharia de tecido epitelial.

As matrizes de quitosana (Fig. 3.9) normalmente sdo preparadas pela tecnologia de
liofilizacdo, porque esse processo é benéfico para produtos que sao dissolvidos em
meio aquoso (Lee et al, 2005; O'brien et al., 2004). Além disso, as propriedades das
matrizes de quitosana como a micro-estrutura, a cristalinidade e a resisténcia
mecanica podem ser moduladas pela variacdo da concentracao de quitosana, a taxa
de congelamento, bem como o peso molecular e o percentual de desacetilacdo da

quitosana (Nettles et al., 2002).

Figura 3.9: Fotografia digital de matriz porosa de quitosana ap0ds o processo de liofilizacdo
(Yangetal., 2010).

3.9.2 Origem e Formacado da Quitosana

O uso de polimeros naturais, como algoddo, a seda e a celulose em aplicagdes
biomédicas data do inicio da civilizagdo humana e os polimeros sintéticos
comecaram a ser usados como biomateriais em 1940-1942 com o uso do Nylon em

suturas. Na atualidade o uso de biomateriais é muito amplo, com inimeros tipos de
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materiais: polimeros (Nylon, polietileno, silicone, Teflon®, Dacron®), os metais
(titanio, ago inoxidavel, ouro), a ceramica (HA, carbono) e os materiais denominados
de compdsitos. Podem ser usados em locais lesionados ou doentes (articulacoes
artificiais, vasos artificiais); na cicatrizacao (suturas, adesivos tissulares); para
melhorar a funcdo (marcapassos, lentes oculares, oxigenadores); entre varias outras

fungdes (Oréfice et al., 2006).

Especialmente na ultima década as pesquisas em engenharia de tecido se
desenvolveram bastante e o uso de polimeros tem sido amplamente empregado
como matriz de enxerto em grandes lesdes. Varios polimeros tanto sintéticos e
naturais tem sido estudados para a utilizagdo como matriz de crescimento de
tecidos, tais como o PLGA poli(acido latico co-acido glicélico), PVA poli(alcool
vinilico), PGA poli(acido glicélico), PLLA poli(acido latico), poli(caprolactona),

alginato, colageno, gelatina, quitina e a quitosana.

A quitosana tem emergido como um dos mais promissores materiais biodegradaveis
devido as suas propriedades fisicas e quimicas altamente controlaveis. Considerada
como um material com grande potencial para aplicagdes biomédicas por causa da
sua alta biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo-antigenicidade,
mucoadesividade, e devido a sua propriedade de adsorcao de proteinas. Ela pode
ser degradada através de enzimas (lisozima) do organismo e o produto dessa
degradacao nao é téxico (Yang et al,, 2010; Peter et al., 2010; Costa Jr., 2008; Gupta
etal, 2006; Li et al,, 2005; Kumar et al., 2004; Peppas et al, 1997; Hirano et al., 1990;
Muzzarelli et al., 1988).

A quitina, de origem natural e a quitosana sdo poliaminossacarideos, sendo a
quitina, um dos recursos organicos renovaveis mais abundantes do mundo. Ela é um
dos principais constituintes das conchas de crustaceos, dos exoesqueletos de insetos
e da parede celular de fungos onde fornece resisténcia e estabilidade, cujas
propriedades vém sendo exploradas em aplicacdes industriais e tecnoldgicas ha

quase setenta anos (Costa Jr., 2008; Krajewska, 2004).

Os polissacarideos consistem em polimeros de elevado peso molecular com dezenas

ou mesmo centenas de residuos de monossacarideos por cadeia. Os polissacarideos
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tém se mostrado como um material de grandes potencialidades na aplicacdo
biomédica, entre eles, a celulose, a quitosana e o dextrano, sdo os mais
potencialmente pesquisados atualmente. O potencial de utilizagdo destes compostos
se deve ao fato destes possuirem em sua estrutura alguns grupos funcionais como os
grupos hidroxilicos primdrios e secundarios, grupos aminicos e grupos carboxilicos.
Estes grupos podem gerar a derivatizagdo quimica das moléculas ou a ligacao a estas
de ligantes especificos, assim a molécula natural pode ser modificada, as suas
caracteristicas quimicas e fisicas alteradas e a sua aplicabilidade especifica
melhorada (Costa Jr. 2008; Gil e Ferreira, 2006). A quitina é um biopolimero de
cadeia linear formada por unidades de [-(1- 4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glicose
formando um polissacarideo semicristalino representado pela foérmula geral
(CgH1305N)n. A estrutura quimica da quitina é bastante parecida com aquela da
celulose, exceto pela substituicdo do grupo hidroxila (OH) na posicao C-2 por um
grupo acetamida (NHCOCH3). A quitosana é obtida pela desacetilacdo alcalina da
quitina neste mesmo carbono, apresentando um grupo amina (NHz) nesta posicdo

(Reis, 2007), conforme a Figura 3.10.

Celulose

Quitina

Legenda: G naona}

Figura 3.10: Representacdo das estruturas quimicas da celulose, quitina e quitosana

(Adaptado de Reis, 2007).
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A quitina é separada de outros componentes da carapacga dos crustaceos e fungos
(cascas e ou esqueletos de conchas de molusco: caranguejos, camardes, lagostas)
por um processo quimico que envolve as etapas de desmineralizacio e
desproteinizacao (Fig. 3.11) dessas carapacas com solugdes diluidas de HCl e NaOH,
seguida de descoloracdo com KMnO, e 4cido oxalico, por exemplo. A quitina obtida,
o biopolimero contendo grupos acetil (NHCOCH3), é desacetilada com solugdo
concentrada de NaOH 1% sob agitacdo por 24h a 65°C, produzindo a quitosana
(Azevedo et al. 2007; Santos, 2004).
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Figura 3.11: Processo de obtencdo da quitosana.

Podemos definir que a quitosana é obtida por N-desacetilacio em uma extensao
variavel que é caracterizada pelo grau médio de desacetilagdo (GD), que representa
a porcentagem de grupos NH; livres. Quando o grau de desacetilagdo da quitina
alcanga em torno de 50% (dependendo da origem do polimero) ele se torna soldvel

em meio aquoso acido e é chamado quitosana. (Rinaudo, 2006; Santos, 2004).
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3.9.3 Estrutura e Propriedades

A presenca de grande numero de grupos hidroxilas confere ao polimero uma
propriedade importante, a hidrofilicidade. Alguns dos grupos reativos da quitosana
sao as hidroxilas presentes nos carbonos 3 e 6 da estrutura do mondémero e ainda
conforme a literatura, ela oferece algumas possibilidades de modificacoes quimicas
gerando inumeros derivados. Este polimero oferece potencial para variadas opg¢des
de modificacoes e melhoria de propriedades para as mais diversas aplicagdes. Isso
devido a grande quantidade de grupos amino reativos em sua cadeia. A reatividade
dos grupos pendentes ligados a carbonos do anel obedece a ordem decrescente C2 >
C6 > C3, referentes, respectivamente, ao grupo amino da quitosana, ao grupo
hidroxila primdrio, de cardter mais instdvel e ao grupo hidroxila secundario

(Azevedo et al., 2007; Lima, 2005; Kumar & Hudson, 2004; Lavertu et al., 2003).

A dissolucdo da quitosana em solucdo aquosa de acido diluido ndo se deve apenas ao
rompimento das ligacdes intermoleculares envolvendo os grupos N-acetil presentes,
mas também as propriedades hidrofilicas das unidades glucosaminas. Este
comportamento pode ser de grande utilidade quando da fabricacdao de hibridos de
quitosana através do processo sol-gel, que utiliza meio acido para a sua realizacdo. A
mistura de solugcdes aquosas de acido acético com a quitosana faz com que os ions
hidrogénio liberados acidifiquem o meio e protonem facilmente os grupos aminas
(NH3*) das quitosanas, tornando-as soluveis e catidnicas. Assim devido a alta
densidade de cargas positivas do polimero, a quitosana, por exemplo, pode atrair e
se ligar a moléculas de natureza negativa (Azevedo et al., 2007; Aimoli & Beppu,

2004; Rinaudo, Pavlov & Desbrieres, 1999).

Devido a sua superficie ser hidrofilica ela promove a adesao celular, proliferagdo e
diferenciacdo e evoca um minimo de reagdo imunoldgica sobre algum implante.
Algum processo antiinflamatdrio ou reagdes alérgicas nao tem sido observadas em
humanos sujeitos a aplicacdo, implantacdo, injecdo ou ingestdo de quitosana A
habilidade da quitosana para suporte e aderéncia celular é atribuida as suas
propriedades quimicas. A cadeia principal do polissacarideo da quitosana é
estruturalmente similar aos da glicosaminoglicanas, o maior componente da matriz

extracelular do osso e cartilagem (Khor et al. 2003; Hirano, 1996).
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Outra vantagem da matriz de quitosana para a engenharia de tecido inclui a
possibilidade de formacao de matrizes altamente porosas com poros
interconectados, osteocondutividade e habilidade para melhorar a formacao 6ssea

tanto in vivo quanto in vitro (Thein-Han et al., 2009; Li et al., 2005).

A quitosana no estado sdlido é um polimero semicristalino. Sua morfologia ja foi
investigada e seu polimorfismo é mencionado na literatura. Cristais simples de
quitosana sdo obtidos de quitina totalmente desacetilada de baixo peso molecular. A
difracdo de raios-X indica célula unitaria ortorréombica contendo duas cadeias de

quitosana antiparalelas sem molécula de agua (Ogawa, 1992, 1991).

As propriedades da solucdo de quitosana dependem ndao somente do grau médio de
desacetilacdo, mas também da distribuicdo dos grupos acetil ao longo da cadeia
principal, além da massa molar. A desacetilacdo, usualmente feita no estado sélido,
fornece uma estrutura irregular devido ao carater semicristalino do polimero inicial.
A solubilidade da quitosana em 1% ou 0,1M de acido acético demonstrou que a
quantidade de acido necessariamente depende da quantidade de quitosana a ser
dissolvida. A concentracdo de prétons necessaria é no minimo igual a concentragdo

de unidades -NHz envolvidas (Costa Jr, 2008; Rinaudo, 2006).

A quitosana pode ter o seu peso molecular variando de 50 a 2000kD e o grau de
desacetilagdo variando de 30 a 95%, esse fato depende da sua origem e
processamento, visto que esse processamento feito na quitina natural ndo é
controlado e que envolve inevitavelmente o seu grau de desacetilacdo ou percentual
de grupos aminas livres. Segundo a literatura a quitosana se apresenta com uma
ampla variacdo de pesos moleculares e graus de desacetilagdo, caracteristicas
estruturais que sao muito importantes para suas propriedades fisicas e biolégicas

(Alsarra et al, 2002; Madihally & Matthew, 1999).

3.10 Propriedades Mecanicas de Filmes e Matrizes

Dados da literatura apontam alguns valores de resisténcia a tracdo e percentual de
deformacado de filmes que contém a quitosana como componente basico. A tabela 3.1
apresenta variacdes da ordem de 0,9MPa a 105MPa para tensdo maxima a tracao e

2% a 100% para a deformacao especifica (alongamento em percentual).
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Tabela 3.1: Propriedades mecanicas de filmes com quitosana citados na literatura.

Descrigao dos Tensao Deformacio Vidro% | Reticulante Autor Ano
Filmes Maxima de Especifica % %
tracao (MPa)

Quitosana sem 0,9 MPa 9% 0% 0% Leeetal | 2009
reticulacao
Quitosana e 1 MPa 2,5% 30% de 0% Leeetal | 2009
silica xerogel Si02
(80% Si03)
Quitosana 3 MPa 2% 0% 0% Camacho | 2010
Comercial etal
Quitosana e PVA 19 MPa 100% 0% 0% CostaJret | 2008
sem reticula¢do al
Quitosana e PVA 25 MPa 25% 33% 3% Diasetal | 2010
reticulada
Quitosana ret., 34 MPa 32% 10% 3% Diasetal | 2010
PVA e Vidro
Bioativo
Quitosana e 105 MPa 40% 0% 0% TWuetal | 2011
nanotubos de
carbono

O grafico (Fig. 3.12) apresenta curvas de tensdo versus deformacdo relativa para
filmes de quitosana e PVA reticulados com glutaraldeido, com diferentes
concentracgdes de vidro bioativo (0-30%). O limite de resisténcia a tracdo é a tensdo
no ponto maximo da curva tensdo-deformacao. Os resultados apresentaram valores
de tensdo maxima e deformacdo especifica maxima menor para o filme com 30% de
vidro comparado aos filmes com 0 a 20% de vidro, o que demonstra uma resisténcia
mecanica mais favoravel para os filmes com 0 a 20 % de vidro. O filme com 10% de
vidro bioativo teve um significativo desempenho na resisténcia a tensdo e no

alongamento percentual (Dias et al., 2010).
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Figura 3.12: Curvas tensdo x deformacao relativa para filmes com 0 a 30% de vidro: A- 0%,

B- 5%, C- 10%, D- 20%, E- 30% (Dias et al,, 2010).
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Os valores encontrados na literatura para resisténcia a compressao de algumas
matrizes hibridas se encontram na tabela 3.2. Os valores sofrem muitas diferencas
dependendo de qual compdsito foi obtido, eles variam de 0,58 MPa a 120 MPa. Essas
diferencas devem-se ao material, mas principalmente a rota de processamento a

qual foram submetidas as matrizes.

Tabela 3.2: Propriedades mecanicas de matrizes de quitosana e vidro bioativo citados na
literatura.

Tensao
Descrigao das maxima de Deformacdo | Reticulante
matrizes compressiao | especifica % % Autor Ano
(MPa)
Quitosana 20% 0,58 MPa 10,55% 0% Reis 2007
com 80% vidro
bioativo (m/m)
Vidro bioativo, HA 1,45 MPa X 0% Esfahani etal | 2011
e PCL
Vidro bioativo 2,26 MPa X 0% Jones et al 2006
70S30C
PVA e vidro 10 MPa 15% 5% Costa 2010
bioativo e GA
Quitosana 30% 120 MPa X 0% Caietal 2009
com HA 70%
(m/m)

Alguns dados da tabela 3.2 sdo interessantes para a aplicagdo em estrutura dssea
trabecular devido a resisténcia a compressado desse tecido se encontrar na faixa de 2

a 12 MPa (Jones et al. 2006).

3.11 O Reticulante Glutaraldeido (GA)

Os reticulantes sdo moléculas que apresentam no minimo dois grupos funcionais
reativos, os quais permitem a formacao de ponte entre cadeias poliméricas. Eles sdo
moléculas de peso molecular muito menor que o peso molecular da cadeia principal

(Berger, et al, 2004b).

Entre varios agentes de reticulacio podemos citar o glutaraldeido. Ele é uma
molécula bifuncional que interage fortemente com compostos como a quitosana que

possuem grupos amina na sua estrutura (Fig. 3.13).



36

(o)

N ra
/C —CH;—-CH;- CH;C\\

H

H

Figura 3.13: Estrutura molecular do glutaraldeido.

0 mecanismo de reacao do glutaraldeido com os grupos NH; esta relacionado com a
interacdo que ocorre entre os grupos aldeido (carbonila ligada ao hidrogénio) e os

grupos amina livres dos compostos (Wang, 2004; Monteiro Jr., 1999).

Segundo Monteiro Jr. (1999) sobre a estrutura da interacdo do glutaraldeido com

grupo amina pode-se ter trés possibilidades basicas em suas estruturas:

e Ha aformacdo de apenas uma base de Schiff com um dos grupos aldeidos do
glutaraldeido, o outro grupo permanece livre e é utilizado para uma reagao
subseqiiente

e Osdois grupos aldeidos de uma tinica molécula de glutaraldeido reagem com
duas aminas formando uma ligacdo cruzada, e

e aligacdo cruzada é formada por mais de uma molécula de glutaraldeido.

Conforme a IUPAC, as bases de Schiff ou iminas, sdo compostos organicos que
apresentam pelo menos um grupo R;C=NR* onde R*#H, R=H ou aril e sdo formadas
a partir da condensacdo de uma amina primaria com um grupo carbonila. Um
esquema genérico para a obtencao de bases de Schiff é mostrado (Fig. 3.14) onde R e

R* sdo alquil e/ou aril (Santos, 2004).

R
H,0 R
—0 + R*—NH2 B — N—R*
g H

Figura 3.14: Esquema genérico da obtencdo de bases de Schiff (Costa Jr., 2008)

0 procedimento de reticulacido permite a muitos polimeros terem uma boa
estabilidade quimica, térmica e mecanica. Hidrogéis com agentes reticulantes ou

pontes formam cadeias poliméricas interconectadas pelo reticulante conduzindo a
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formacao de rede tridimensional, gerando uma macromolécula insolivel em agua

(Bolto et al, 2009).

As propriedades dos hidrogéis reticulados dependem principalmente da sua
densidade de ligacdes cruzadas, notadamente da relacio de mols do agente
reticulante com os da unidade de repeticdao do polimero. Exige-se um nimero critico
de liga¢cdes cruzadas por cadeia para permitir a formacao da rede. A rede do
hidrogel de quitosana reticulada pode ocorrer com ela mesma onde a reticulagdo
envolve duas unidades estruturais que podem ou nao pertencer a mesma cadeia, ou
pode ser uma rede hibrida de polimero onde a reacdo de reticulagdo ocorre entre a
unidade estrutural de quitosana e uma cadeia polimérica de outro tipo, ou ainda
pode ser semi ou totalmente interpenetrada na qual contém um polimero nao
reagente adicionado a solugdo de quitosana antes da reticulacdo, isto é, a formagao
de uma rede de quitosana na qual um polimero ndo reagente esta aprisionado pela
mesma. A maioria dos reticulantes usados para realizar ligacdes cruzadas covalentes
pode induzir toxidez se estiverem livres antes da administragdo. Um método para
resolver esse problema e evitar o passo de purificacdo e verificacdo antes da
administracdo, seria preparar os hidrogéis por reticulacdo idnica reversivel. A
quitosana por ser um polimero catidnico, reage com componentes carregados, ions
ou moléculas, conduzindo a formacdo de uma rede através de pontes idnicas entre

cadeias poliméricas (Sadahira, 2007; Neto, 2005; Berger, et al, 2004b; Lee, 1992).

A integridade estrutural depende das ligagdes cruzadas entre as cadeias do polimero
que é formado por diversas ligacdes quimicas e intera¢des fisicas. Hidrogéis
utilizados nestas aplicacdes sao tipicamente degradaveis, podendo ser processados
em condi¢des estaveis, possuem propriedades mecanicas e estruturais semelhantes
a muitos tecidos. Vidros e polimeros semicristalinos tém alto médulo elastico e

pouca deformacao (Drury et al, 2003; Sperling, 2001; Ratner, 1996).
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Sintese de Filmes e Matrizes Hibridas e Nanocompésitas

Cinco sistemas foram estudados neste trabalho:

e Filmes obtidos a partir de solucao de quitosana e solugdo (coloides) de vidro
bioativo: Filme Hibrido Qui-VB.

e Filmes de quitosana com dispersdo de nanoparticulas de vidro bioativo:
Filme Nanocompoésito Qui-BGNP.

e Matrizes obtidas a partir de solucdo de quitosana e solucao (coloides) de
vidro bioativo: Matriz Hibrida Qui-VB.

e Matrizes de quitosana com dispersdo de nanoparticulas de vidro bioativo:
Matriz Nanocompésita Qui-BGNP.

e Filmes e matrizes de quitosana, PVA e 20% (m/m) de vidro bioativo: Qui-

PVA-20%VB.

Os principais reagentes utilizados foram: quitosana comercial (alto peso molecular e
grau de desacetilizacao >75%), tetraetilortosilicato (TEOS), trietilfosfato (TEP), PVA
(alcool polivinilico) com GH=80%, glutaraldeido (25%), fornecidos pela Aldrich

Chemical.

O fluxograma ilustra as etapas seguidas para a obtencao dos filmes e matrizes (Fig.

4.1):



Hibridos

0% - 10% - 20% - 30%

\4

4
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Nanocompdsitos
1% - 3% - 5% - 10%

Solugao Sol-Gel

Solugdo Quitosana

JF

A4

Dispersdo de BGNP

A

Misturar

y

\ 4

Vazar em placas: Petri
60h

\ 4

Secar
Estufa 40°C / 24h

\ 4

Caracterizar

Filmes - Matrizes

:
{
|

Reticulante
Glutaraldeido

Solugdo PVA

|
|

\ 4

Vazar em Tubos
60h

Congelar a -20°C

Liofilizar a -98°C

\ 4

Caracterizar

Filmes - Matrizes

Figura 4.1 - Fluxograma das etapas de sintese dos filmes e matrizes.
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4.1.1 Preparo da Solucao Precursora de Vidro Bioativo 60S

O vidro bioativo 60S foi obtido pela hidrélise acida e policondensacao de
tetraetilortosilicato (TEOS (Si(OC2Hs)4)), alcodxido precursor de SiOg, e
trietilfosfato, alcodxido precursor de P;0s, (TEP ((C2Hs0)3P0)). A hidroélise ocorreu
pela adicao de agua deionizada e foi catalisada por acido nitrico. Nitrato de calcio
(Ca (NO3)2.4H:0) foi adicionado como precursor de CaO. A composi¢do nominal do
vidro bioativo 60S (porcentagem em mol) foi:

e Si02 -60%

e P;05-36%

e (Cal - 4%

4.1.2 Preparo da Soluc¢ao de Quitosana

A solucdo de quitosana 1% (m/v) foi preparada por dissolugao do p6 comercial e

adicao de 2mL de acido acético 2% (m/v) com agitacdo mecanica por 24h.

4.1.3 Obtencdo de Filmes e Matrizes Hibridas Qui-VB

Os filmes e matrizes hibridas foram obtidos a partir da solu¢do de quitosana 1%
(m/v) com a adicdo de solucdo precursora de vidro bioativo nas seguintes
composicoes: 0%, 10%, 20%, 30% (m/m) que foram entdo reticuladas com
glutaraldeido correspondendo a 3,0% da massa total de quitosana. A solucdo de
glutaraldeido 2,0% (m/v) foi obtida pela dilui¢ao da solucdo de glutaraldeido 25%
em agua deionizada conforme trabalho de Dias et al., (2010). A partir da tabela 4.1 é
possivel visualizar as composi¢des nominais utilizadas nos filmes e matrizes

hibridas produzidas.

Tabela 4.1: Composi¢cdo nominal considerando m/m (%).

Quitosana Vidro Bioativo
100% 0%
90% 10%
80% 20%

70% 30%
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A solugdo final para obtencao dos filmes hibridos foi vertida em placas de Petri com
dimensdes de 5 cm e de 15 cm (didmetro) e mantidas a temperatura ambiente por
cerca de 60h. Em seguida foram colocadas em estufa (40 * 2°C) por 24h para a
secagem completa. A utilizacdo de placas com didmetro de 15 cm foi devida a
necessidade de se ter amostras de filmes com comprimento aproximado de 10 cm,

para uso nos ensaios mecanicos.

A solucdo final para obtencdo das matrizes hibridas foi vertida em frascos cilindricos
com 5 mL de volume (2 cm no didmetro e 3 cm de altura). Os frascos foram
mantidos abertos em temperatura ambiente por 60h, permitindo ao gel um tempo
necessario para ocorrer a gelacdo e permitir maior tempo para que as reagdes dos
componentes se completassem. Logo em seguida esse frasco com o hibrido em
forma de gel foi congelado e mantido em refrigerador a -20°C por mais 60h. Apds
esse tempo os frascos congelados foram imersos em nitrogénio liquido com
temperatura -196°C por 20 minutos e em seguida, imediatamente colocados no
liofilizador (Modelo: K105 - Empresa Liotop - SP/Brasil) para secagem por 48h com
temperatura no condensador de -98°C e temperatura no coletor das amostras de

-4°C.

4.1.4 Preparo da Dispersao de Nanoparticulas de Vidro Bioativo (BGNP)

As nanoparticulas de vidro bioativo foram obtidas pela combinacdo de duas etapas:
método de copreciptacdo e o processo sol-gel, este ultimo dividido em duas etapas
(Hong et al., 2009; Boccaccini et al., 2010): (1) os precursores foram hidrolisados
sob condi¢des acidas e (2) condensados monodispersos em solucdo alcalina. 5,57
ml de TEOS e 0,56 mL de TEP foram dispersos em solugao de 10 mL de metanol e
agua (5,3 mL: 4,7mL) - (1:2 molar). O pH foi ajustado entre 1-2 por acido nitrico e a
mistura mantida sob agitagdo magnética até a obtencao de um sol transparente (1
h). O sol foi entdo gotejado em 1200 mL de agua deionizada e 0,27 mL de hidroxido
amonio sob vigorosa agitacao mecanica. O pH da solucdo foi ajustado na faixa de 10-
12. Apébs 12 horas de agitagdo mecanica a suspensao foi levada a estufa, 50°C, para
evaporacao da amonia (até pH < 8). Adicionou-se 3,45 g de nitrato de calcio e

manteve-se sob agitacdo mecanica por 24h. A dispersdo obtida foi filtrada em
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Milipore 0,22 e 0,11 um, apenas a dispersao passante no filtro foi recolhida e

estocada para uso posterior. O aspecto final da dispersao era de um liquido incolor.

4.1.5 Obtencdo de Filmes e Matrizes Nanocompdsitas Qui-BGNP

Os filmes e matrizes nanocompdsitas foram obtidos a partir da sintese descrita
abaixo, contendo vidro bioativo (BGNP) nas seguintes composicdes: 1%, 3%, 5%,

10% (m/m).

Adicionou-se 41mL de 4gua deionizada em 50mL da dispersdo de nanoparticulas de
vidro bioativo (BGNP) sob agitacdo magnética. Mediu-se o pH, obtendo-se um valor
acima de pH=7. Adicionou-se acido nitrico concentrado até obter-se pH=2.5
(equivalente ao pH de uma solucao de acido acético 2%). Adicionou-se aos poucos a
quitosana em p6 mantendo-se o pH abaixo de aproximadamente 4. Quando o pH
atingia um valor acima de 4, adicionava-se acido nitrico antes de mais adicdo de
quitosana. Manteve-se a suspensao em agitacdo até estabilizacdo do pH. Mediu-se o
pH novamente encontrando-se pH=5,8. Adicionou-se acido nitrico até pH proximo
de 4. Apés estabilizacdo a suspensao foi mantida sob agitagdo mecanica por 24h. Foi
adicionado o reticulante glutaraldeido e a suspensdo foi mantida em agitacao por
mais 15 minutos, logo em seguida foi vertida em placas de Petri (35mL). As placas
foram mantidas em temperatura ambiente por 60h e a secagem foi finalizada em

estufa 40°C por 24h.

A partir da tabela 4.2 é possivel visualizar as composi¢des nominais dos filmes e

matrizes nanocompositas produzidas.

Tabela 4.2: Composi¢do nominal considerando m/m (%).

Quitosana BGNP
99% 1%
97% 3%
95% 5%
90% 10%

A suspensao final para a obtengdo dos filmes nanocompdsitos foi vertida em placas
de Petri em duas dimensdes de 5 cm e de 15 cm (didmetro) e mantidas a

temperatura ambiente por cerca de 60 horas. Em seguida foram secadas em estufa
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(40 = 2°C) por 24h. A utilizacao de placas com didametro de 15 cm foi devida a
necessidade de se obter amostras de filmes com comprimento aproximado de 10 cm

para uso nos ensaios mecanicos.

A suspensao final para a obtencao das matrizes nanocompoésitas foi vertida em
frascos cilindricos com 5 mL de volume (2 cm no didmetro e 3 cm de altura). Os
frascos foram mantidos abertos em temperatura ambiente por cerca de 60h,
permitindo ao gel um tempo necessario para ocorrer a gelagdo e permitir maior
tempo para que as rea¢des dos componentes se completassem. Logo em seguida
esse frasco com o nanocompédsito em forma de gel foi congelado e mantido em
refrigerador a -20°C por 60h. Apds esse tempo os frascos congelados foram imersos
em nitrogénio liquido com temperatura -196°C por 20 minutos e em seguida
imediatamente colocados no liofilizador (Modelo: K105 - Empresa Liotop -
SP/Brasil) por 48h com temperatura no condensador de -98°C e temperatura no

coletor das amostras de -4°C. A pressdo no coletor foi de 30 mmHg.

Alguns frascos com o material ja gelados (somente nas matrizes nanocompdsitas)
foram imersos diretamente no nitrogénio liquido para se obter comparagdes entre a

taxa de resfriamento a -20°C e a -196°C e sua consequéncia morfolégica nos poros.

4.1.6 Preparo da Soluc¢ao de PVA

A solugao de PVA 5,0% (m/v) foi preparada pela dissolu¢ao de PVA (GH=80%) em
adgua deionizada com temperatura de (70 * 2°C) e agitagdo magnética por 45

minutos.

4.1.7 Obtencao de Filmes e Matrizes com o PVA

A relagdo em massa na obtenc¢do dos filmes e matrizes de quitosana/PVA foi de 1:3.
Foi feita a mistura de quitosana e PVA com agitacdo mecanica por 15 minutos em
seguida realizada a adicao da solugdo precursora do vidro com agitacdo mecanica
por 30 minutos e por ultimo a adi¢do de glutaraldeido, agitando-se por mais 15
minutos. A solucdo resultante foi vertida em placas de Petri e mantida a temperatura

ambiente por 60h. Para finalizar a secagem, as placas de Petri foram colocadas em
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estufa com circulacao de ar a (40 £ 2 °C) por 24h. As matrizes foram obtidas

conforme o item 4.1.5.

4.2 Caracterizacao de Filmes e Matrizes Hibridas e Nanocompésitas

Os hibridos e os nanocompdsitos foram caracterizados morfologicamente por
microscopia eletrénica de varredura (MEV). A porosidade e o tamanho médio de
poros das matrizes foram analisados por MEV e microtomografia computadorizada
(uCT). A estrutura cristalina foi avaliada por difracdo de raios X (DRX) e sua
estrutura e composicdao quimica foram avaliadas por espectroscopia na regido do
infravermelho (FTIR) e espectroscopia por energia dispersiva de elétrons (EDS). A
resisténcia mecanica dos filmes e das matrizes foi medida através de ensaios de

tracdo e ensaios de compressao, respectivamente, conforme normas ASTM.

4.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras dos filmes foram recobertas com ouro. Através da microscopia
eletronica de varredura (MEV-FEI-Inspect-S50/Republica Tcheca) foi observada sua
microestrutura apos ensaios de bioatividade com finalidade de avaliar a formagao
de hidroxiapatita carbonatada ao longo de sua superficie. Para analise morfolégica
da estrutura porosa as matrizes foram imersas em nitrogénio liquido e fraturadas. A
superficie fraturada foi recoberta com carbono (SPI/ Supplies-EUA). As matrizes
possuem um comportamento flexivel que durante o preparo das amostras pode
deformar sua estrutura original, por isto, foi utilizado o nitrogénio liquido que

permite a conFigura¢do da estrutura se manter intacta na fratura.

A porosidade e o tamanho de poros das matrizes foram determinados por meio das

seguintes técnicas de andlise:

e Avaliagdo qualitativa de imagem obtida por microscopia eletronica de
varredura (MEV).

e Avaliagdo quantitativa obtida por microtomografia computadorizada (uCT)
para obter a porosidade total.

e Balanca de Arquimedes para obter a porosidade aparente.
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Os valores de porosidade aparente referem-se aos poros abertos presentes no
material, ao passo que a porosidade total corresponde ao volume ocupado pelos

poros abertos e fechados (Reis, 2007).

0 método de Arquimedes baseia-se no principio de que um sélido com certo volume
V, quando mergulhado num fluido, recebe uma reacao do fluido igual ao peso de
igual volume de fluido. Nesta técnica, sdo medidas a massa da amostra da matriz
seca (Mse), a massa da amostra saturada com liquido (Msat) e a massa da amostra
submersa no liquido (Msub) (Ho & Hutmacher, 2006). Utilizam-se as seguintes
equacgoes para o calculo da porosidade aparente (poros abertos) que representa o
volume dos poros que foram acessiveis ao fluido utilizado no teste, e a porosidade

total representa o volume de poros abertos e fechados no material:

Porosidade aparente (%) = (M sat - M se)/(M sat - M sub) x 100

4.2.2 Avaliacdo por Microtomografia Computadorizada (uCT)

Os ensaios foram realizados no Laboratéorio de Fisica Nuclear Aplicada/
Departamento de Fisica da Universidade Estadual de Londrina (UEL). O
equipamento utilizado para as analises de porosidade foi do fabricante
Skyscan/Bruker - Modelo 1174 - Bélgica. As amostras sdo alocadas diretamente no
porta amostras do equipamento da uCT e para sua fixacao foi utilizado massa de

moldar odontolégica. Os dados necessarios para a aquisicao das amostras foram:

e Amostra - Qui 0%VB e 20%VB: Resolucao espacial de 2 pm, tensdo no tubo
de 45 kV, escaneamento em 180° sem filtro, com 3 frames para média,

movimento aleatério de 5 e passo de rotacao de 0,25.

e Amostra - Qui 10%VB e 30%VB: Resolucdo espacial de 2 pm, tensdo no tubo
de 50 kV, escaneamento em 180° sem filtro, com 3 frames para média,

movimento aleatério de 5 e passo de rotacdo de 0,25.
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e Amostra Qui-PVA: Resolucdo espacial de 2 pum, tensdo no tubo de 40 kV,
escan em 180°, sem filtro, com 3 frames para média, movimento aleatério de

5 e passo de rotacdo de 0,25.

¢ Amostra Qui-PVA-20%VB: Resolucdo espacial de 2 pum, tensdo no tubo de 55
kV, escaneamento em 180°, sem filtro, com 3 frames para média, movimento

aleatorio de 5 e passo de rotagao de 0,25.

4.2.3 Espectroscopia por Dispersao de Energia de Raios-X (EDS)

Com o microscopio acoplado a microssonda para espectroscopia por dispersao de
energia de Raios-X (EDS/EDAX-Genesis-EUA) foi avaliada a introducdo do vidro

bioativo na rede polimérica da quitosana e composi¢cdao quimica dos filmes.

4.2.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Nos filmes hibridos foi utilizada a técnica de espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR) para avaliar a presenc¢a de grupos quimicos do
vidro bioativo e da quitosana. A técnica também foi utilizada para avaliar a formacao
da camada de hidroxiapatita carbonatada na superficie dos filmes imersos em SBF.
Os espectros foram obtidos pelo modo ATR (reflexdo total atenuada) na faixa de
numero de onda de 4000 a 500 cm'! em uma resolucdo de 1cm! com um média de
64 varreduras. O equipamento utilizado foi Nicolet 380 da ThermoScientific, usando
cristal de seleneto de zinco (ZnSe). Os dados foram obtidos em absorbancia e os
espectros foram normalizados utilizando-se a técnica de divisdo das intensidades

pelo maior valor de absorbancia.

4.2.5 Ensaios de Bioatividade

As amostras em triplicatas cortadas nas dimensdes 10mm X 20mm foram imersas
em 40 ml de SBF (simulated body fluid) para cada uma das composi¢des dos filmes

(0%, 10%, 20% e 30%) e mantidas por trés tempos: 1, 7, 28 dias (Fig.4.2).
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Figura 4.2: Etapas do ensaio de bioatividade.

A quantidade de SBF referente a 40mL obedece a relagdo entre a area superficial da
amostra (Sa) em milimetros quadrados e o volume de solu¢do de SBF (Vs) em
mililitros dada por: Vs=Sa/10. Os frascos contendo as amostras foram colocados em
banho-maria a (37+ 2°C). Ap6s o tempo determinado de imersao, as amostras foram
retiradas do SBF, lavadas e secadas a temperatura ambiente. Os testes de

biomineraliza¢do foram feitos conforme a norma ISO/FDIS 23317: 2007(E).

4.2.6 Caracterizacao das Propriedades Mecanicas

A selecao das amostras submetidas aos ensaios de tracao e compressao foi definida
a partir da regido mais homogénea dos filmes e matrizes, realizada por observagdo
visual, para se obter resultados mais representativos nas analises mecanicas. As
propriedades mecanicas dos filmes foram avaliadas por teste de tracdo e as

propriedades das matrizes foram avaliadas por testes de compressao.

As andlises estatisticas de todos os resultados obtidos de propriedades mecanicas e
fisicas foram realizadas usando o software Microcal Origin® 8.0. Cada resultado foi
registrado como média e desvio padrao considerando o numero de replicatas

caracteristico de cada experimento.
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Ensaios de Trac¢ao dos Filmes

As amostras dos filmes foram submetidas a teste de tracao para avaliar o limite de
resisténcia e a deformacdo. Os filmes com dimensdes de 120 mm x 20 mm e
espessuras variadas (90 + 30um) foram submetidos ao ensaio com espacamento
inicial entre as garras de 50 mm. Para assegurar precisdao nos resultados foram
realizados uma média de 6 a 8 ensaios de cada filme. Os testes foram realizados em
equipamento de teste da Instron (modelo EMIC DL 3000), utilizando uma célula de
carga de 200 N, velocidade de ensaio de 25 mm/min, temperatura de ensaio de (26
+ 2°C). Os testes de tracdo foram realizados conforme a norma ASTM D882-10

(Standard Test Method for Tensile Properties of Thin Plastic Sheeting).

Ensaios de Compressao das Matrizes

Os corpos de prova das matrizes foram submetidos ao ensaio de compressao para
avaliacdo do limite de resisténcia e da deformacgdo. As matrizes cilindricas com
dimensodes de 18 mm de diametro e 10 mm de altura foram submetidas ao ensaio
com final de curso pré-estabelecidos. Foram ensaiados trés unidades de cada tipo de
matriz. Os testes foram realizados em equipamento de teste da Instron (modelo
EMIC DL 3000), utilizando uma célula de carga de 200 N, velocidade de ensaio de 0,5
mm/min, temperatura de ensaio de (26 + 2°C). Os testes de compressao foram
realizados conforme a norma ASTM D 695 (Standard Test Method for Compressive

Properties of Rigid Plastics).

4.3 Ensaios de Citotoxicidade

Os filmes sintetizados foram submetidos a primeira etapa de avaliacdo in vitro,
através do teste de citotoxicidade seguindo a norma ISO 10993. A viabilidade celular

foi avaliada pelo ensaio com Resazurina.

Células do Osteossarcoma Humano (SAOS) de linhagem comercial imortalizada
foram gentilmente cedidos pelo professor Alfredo de Miranda Goes do
Departamento de Imunologia e Bioquimica da UFMG. As células foram cultivadas em
DMEM com 10% de soro fetal bovino (Gibco BRL, NY, EUA), penicilina G sédica (10
Ul / mL), sulfato de estreptomicina (10mg / L) e 0,25 anfotericina-b (Gibco BRL, NY,
EUA), em estufa com 5% de COz a 37°C.
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As amostras dos filmes de 15,4 mm de diametro foram colocados em placas de 24
pocos. O método de esterilizacdo foi radiacdo ultravioleta. As células foram
semeadas (1 x 10* células / mm3 poco) em cada amostra de filme. Foram utilizados
controles com células e meio DMEM com 10% de SFB, como controle positivo PBS
(2X) e como controle negativo lascas de eppendorf (0,1 mg / mL). Os testes foram
realizados em triplicata (n = 3). Apds 72 horas todo o meio foi aspirado e colocado
900 uL de meio de cultura com soro, em cada pogo. Foram adicionados 100 pL de
resazurina (0,1 mg / mL; SIGMA-ALDRICH, EUA) em cada pog¢o por um periodo 18
horas em estufa a 37°C e 5%C02. Em seguida, foram removidos 100 pL de cada pogo
e transferidos para placas planas de 96 pocos e a quantificacdo foi feita em
espectrofotometro (ADAP 1.6, Anthos Labtec Instruments) com dois filtros de 570

nm e 590 nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Descricao Qualitativa dos Filmes Hibridos Qui- VB

As imagens mostradas na Figura 5.1 apresentam fotografias das solucbes de
quitosana com teor de 20%m/m de vidro bioativo vertidas em placa de Petri em
estagio inicial de evaporacao de solvente. Nesta etapa tanto os filmes sem presenca
de vidro como os filmes contendo vidro apresentam um aspecto bem homogéneo,
transparente e sem coloracdao aparente (Fig. 5.1 a). Apés 24 horas ocorreu uma
mudanca de coloracao e gelacdo dos filmes (Fig. 5.1 b). Seu aspecto inicial incolor é
modificado para uma coloracdo amarelada, atribuida a ag¢do do reticulante
glutaraldeido. O aspecto amarelado fica mais intenso em filmes com um maior
percentual de reticulante conforme descrito no trabalho de Costa Jr (2008). Alguns
filmes sintetizados nesse trabalho tinham apenas 1%m/m de glutaraldeido e seu
aspecto inicial era um tom amarelado claro, porém quando se utilizava
concentracdes mais elevadas (5%m/m GA) a coloracdao sofria um aumento de
intensidade passando para um tom amarelo escuro. Optou-se neste trabalho por
utilizar um percentual maximo de 3%m/m de glutaraldeido para a sintese dos
filmes hibridos e nanocompésitos. Este percentual mostrou-se adequado para a
sintese apresentando filmes com aspecto bastante homogéneo, uniforme, flexivel e

resistente nos ensaios mecanicos (Dias et al, 2010).

Figura 5.1: Fotografia dos filmes com 20% m/m de vidro bioativo (a) antes da gelacao (b)
apos a gelacao.
Em um mesmo filme algumas regides apresentavam diferencgas de intensidade na

sua coloragdo, o que pode ser percebido a partir de manchas amareladas mais
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intensas em algumas regides e em outras regidoes tons mais claros. Isto pode ser
atribuido provavelmente as diferencas na cinética das reacdes durante a reticulagao
em algumas regides ou a pequenas variacoes de espessura dos filmes. As sinteses
tanto dos hibridos como dos nanocompdsitos sofreram ajustes no tempo de reagdo

com o objetivo de otimizar a homogeneidade da solucao.

Apds a secagem em estufa a 40°C os filmes permanecem com um aspecto bem
homogéneo de cor amarelada e brilhante (Fig. 5.2). No entanto, nos filmes hibridos
com teores de 20% e 30% m/m (Fig. 5.2c-d) de VB ocorreu uma modificagdo no seu
aspecto, apresentando caracteristicas de retracdo na estrutura, perda da
flexibilidade e apresentou um aspecto opaco na superficie. Esse comportamento é
claramente percebido nos filmes com 30% m/m de VB. Os filmes tiveram uma
variacdo de espessura apresentando valores da ordem de 82pm a 140um conforme
o teor de vidro acrescentado ao hibrido e conforme volume adicionado nas placas de

petri.

Figura 5.2: Fotografia de filmes com 0% (a), 10% (b), 20% (c) e 30% m/m (d) de VB apds

secagem.
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Com o objetivo de realizar comparacdes no comportamento mecanico dos filmes,
foram realizadas também algumas sinteses com a blenda quitosana-PVA. Estes
filmes com a adi¢do de PVA sofreram um aumento de espessura, obtendo-se valores

da ordem de 180um.

5.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura

Os resultados obtidos por MEV/EDS realizados sobre diversos pontos da superficie
dos filmes hibridos, de modo geral, ndo apresentaram grandes variacdes na sua
composicdo evidenciando ser um material homogéneo. Estes resultados de EDS

confirmam a incorporagdo da fase vitrea nos filmes hibridos.

As analises realizadas por MEV na superficie dos filmes contendo 30%m/m de vidro
bioativo apresentaram duas regides distintas destacadas nas imagens de MEV e EDS
(Fig. 5.3). As duas regides Z e Y mostram uma superficie lisa (Fig. 5.3 a)
representada por Z e outra superficie mais rugosa representada por Y. Apds
investigacdo das duas regides através do EDS foi possivel verificar que embora
sejam regidoes com morfologias bem distintas formadas na superficie do filme
hibrido, estas regides possuem os mesmos elementos como o silicio (Si), o calcio
(Ca) percebidos na Figura 5.3 (b, d) e o elemento fé6sforo (Fig. 5.3b), que embora
tenha obtido um espectro ndo elevado em relacdo aos demais elementos ndo
podemos considera-lo irrelevante, pois se trata de uma caracterizacdo qualitativa.
Todos esses elementos sao da fase vitrea do hibrido. As variacdes no aspecto da
superficie dos filmes hibridos podem ser atribuidas a heterogeinidade ocorrida
durante a mistura entre o vidro e a quitosana, formando determinadas regides com
maior concentracao polimérica ou maior concentracao vitrea, embora as duas

regides do filme hibrido apresentem fase vitrea, identificada pelo EDS.
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Figura 5.3: Imagens de MEV para filmes com 30% m/m de VB: (a) 1.000x, (c) 5.000x. EDS

para filmes com 30% m/m de VB (b,d). Imagem de MEV para filmes de quitosana pura: (e)
1.000x.
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Com o objetivo de comparar a superficie dos filmes com vidro e sem vidro a Figura
5.3 (e) mostra imagem de MEV para os filmes que contém somente quitosana
(ampliacdo de 1000x) na mesma magnitude da imagem mostrada na Fig. 5.3a,

referente a superficie do filme de quitosana contendo vidro.

5.1.2 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

0 estudo dos resultados obtidos por espectroscopia de absorc¢do por infravermelho
foi realizado para se observar a interacao entre a matriz do polimero e a formacao
da rede inorganica. Quando se inicia o processo sol-gel, as particulas de silica de
pequenas dimensdes sdo formadas devido as condi¢Ges acidas deste método. Em
seguida, estas particulas agregam-se para formar os aglomerados. Quando a
quitosana esta presente na solucdo, ela pode interagir com a silica através de uma
variedade de possibilidades, incluindo liga¢des de hidrogénio e ligagcdes covalentes
do tipo Si-O-C que, por sua vez, mantém as particulas de silica préximas umas das
outras e facilitaram a formacgdo dos hibridos (ver esquema da pagina 71/Fig. 5.17).
Portanto, a quitosana tem uma potencial fun¢do de servir como conexdo para as
particulas a base de silica (Al-Sagheer & Muslim, 2010; Martinez et al., 2004; Hu et
al,2001).

Os espectros normalizados dos filmes de quitosana pura e dos filmes hibridos
compostos por 10%, 20% e 30% m/m de vidro bioativo sdo mostrados nas Figuras
5.4 e 5.5. As estruturas relacionadas aos modos de vibracdo observados nas analises
de FTIR sdao apresentadas na tabela 5.1. O espectro de FTIR caracteristico para a
quitosana sem vidro e para o hibrido apresenta a banda da ligacdo amida I
(estiramento da ligagdo carbonila C=0) entre 1622-1660 cm1. O dobramento devido
a amida II (N-H) foi evidente devido a banda em 1533 cm', o qual aparece no
espectro de forma bem acentuada, podendo ser atribuido a soma dos dois modos
vibracionais de N-H e C-H. Foi percebida também a presenca dos grupos C-H,
envolvidos em interagdes quando aparece a banda entre 1335-1453 cml. A banda
associada ao estiramento assimétrico C-O-C aparece em 1153 cm'l e aquela
referente ao estiramento C-O foi observada em 1047 cm-!, caracteristico das

vibragdes em esqueletos de polissacarideos.
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Bandas especificas na regido de 1000-1100 cm! sdo caracteristicas da absorcao do
grupo Si-O-C (vidro bioativo), que foi percebido, na regidao de 1013 cm-! (Al-Sagheer
e Muslim, 2010; Peter et al, 2010 e 2009; Martinez et al., 2004; Duarte et al., 2002;
Hu et al.,, 2001; Zong et al., 2000).

0 aparecimento gradual da banda de absor¢do em 945 cm-! esta relacionado com as
vibracdes de estiramento das ligacdes de Si-OH (Fig. 5.4), deslocado devido a
formacao de ligacdes de hidrogénio entre grupos silanols da rede de silica e a amida
da quitosana. No hibrido com 30%m/m aparece uma banda de absor¢do em 871
cm-lassociada a vibragdo de estiramento do grupo quimico C-C. A banda em 815cm-
1 referente ao estiramento simétrico das ligacdes Si-O-Si é vista apenas nos
espectros dos filmes hibridos com 20% e 30%m/m de vidro bioativo, devido a
maior concentragdo desse componente no compésito mostrando claramente a
introduc¢do da fase vitrea no material (Al-Sagheer e Muslim, 2010; Oliveira, 2007;

Ahmad et al., 2007; Martinez et al., 2004; Duarte et al., 2002).
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Figura 5.4: Espectros de FTIR dos filmes de quitosana com 0, 10, 20 e 30% m/m de VB (a),
(b), (c) e (d) respectivamente, (800-1800 cm-1).
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Na Figura 5.5 é apresentado o espectro da quitosana pura e dos filmes hibridos com
10%, 20% e 30% m/m de VB na faixa de frequéncia entre 4000-2200 cm1. A ampla
banda de absorg¢do entre 3500 cm'! e 3000 cm'! é referente as vibragdes larga do
estiramento OH nas moléculas de dgua, envolvido em interacdes de hidrogénio. Na
mesma regido ocorrem absor¢des entre 3348- 3455 cm! associadas as vibragdes de
estiramento do grupo de N-H. Com a incorporacdo da fase vitrea in situ verifica-se
uma reducdo das intensidades das bandas entre a faixa 3500- 3000 cm-, incluindo a
regido de N-H, que tem seu pico deslocado ligeiramente para uma frequéncia mais
elevada no hibrido com 20%m/m de VB, indicando uma maior interacao interfacial
entre a matriz e a fase inorganica (Al-Sagheer & Muslim, 2010; Peter et al, 2010 e

2009; Grupta & Jabrail, 2006; Al-kandary et al, 2005).
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Figura 5.5: Espectros de FTIR dos filmes de quitosana com 0, 10, 20 e 30% m/m de VB (a),
(b), (c) e (d) respectivamente, (2200-4000 cm-1).
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Tabela 5.1: Bandas caracteristicas de FTIR para hibridos de quitosana e vidro bioativo (Al-
Sagheer & Muslim, 2010; Peter et al, 2010 e 2009; Cai et al, 2009; Oliveira, 2007, 2011;
Ahmad et al.,, 2007; Reis, 2007; Grupta & Jabrail, 2006; Al-kandary et al, 2005; Martinez et
al., 2004; Duarte et al., 2002; Zong et al., 2000).

Bandas Qui-VB Bandas Qui-BGNP Grupo Quimico Associado
(cm1) (cm1)
780-815 780- 820 Estiramento simétrico Si-O-Si
860-900 860-900 Estiramento simétrico C-C
945-967 949- 967 Estiramento simétrico Si-OH
1000-1100 1030- 1078 Estiramento Si-0-C
1030-1078 1000- 1100 Estiramento C-O
1153 1150 Estiramento assimétrico C-O-C
X 1300- 1464 Estiramento CH;
1313-1464 1313- 1464 Estiramento CH;
1557-1560 1542- 1560 Amida II: deformacao de N-H
1622-1700 1600- 1620 Amida I: estiramento carbonila-C=0
2828-2950 1626- 1700 Estiramento CH
3000-3500 2828- 2960 Estiramento de diversos grupos OH
3200- 3455 3000- 3500 Estiramento N-H

5.2 Descricdo Qualitativa dos Filmes Nanocompoésitos Qui-BGNP

As imagens (Fig. 5.6) apresentam fotografias dos filmes de quitosana com 1%, 3%,

5% e 10% m/m de nanoparticulas de vidro bioativo (BGNP). Os filmes

nanocompositos sofreram o mesmo processo de reticulagdo e secagem que os filmes

hibridos. Eles mostraram um aspecto homogéneo com coloracdo levemente

amarelada. Filmes com 1% e 3%m/m de BGNP apresentaram um aspecto uniforme

com superficie lisa, porém a medida que o teor de BGNP foi aumentado nos filmes,

estes demonstravam um comportamento similar aos dos hibridos, tornando-se

menos flexiveis e ocorrendo retracdo na sua estrutura. Os filmes nanocompdsitos

apresentaram espessura de (100 = 25 pm).
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Figura 5.6: Fotografias de filmes com 1%, 3%, 5% e 10% m/m de BGNP.

5.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia por Energia
Dispersiva de Raio-X (EDS)

As andlises realizadas por MEV na superficie dos filmes com nanoparticulas de
BGNP apresentaram uma superficie homogénea e rugosa, somente percebida a
partir de uma imagem com alta resolu¢do (40 000 x). E possivel também perceber
que os cristais inorganicos tém uma elevada afinidade com a matriz de quitosana,
porque a interface entre as fases organicas e inorganicas foi indistinguivel nessa

magnitude (Fig. 5.7a).

Figura 5.7: Imagens de MEV (a) e EDS (b) de filmes com 10% m/m de BGNP, aumento de
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40.000 x.

As andlises por EDS associadas ao MEV, realizadas sobre algumas regides do filme
confirmam a incorporagdo das nanoparticulas de vidro bioativo no nanocompésito.

A partir do EDS foi possivel identificar os elementos Silicio (Si), Calcio (Ca) e Fésforo

(P).

A maioria das nanoparticulas de vidro bioativo foram distribuidas homogeneamente
e de forma compacta no interior da matriz de Qui-BGNP. Nao foi observada
nenhuma delaminacdo entre a fase inorganica e a fase organica. Essa dispersao
entre as particulas inorganicas e a matriz organica pode melhorar o desempenho

mecanico do nanocompésito (Cai et al. 2009).

5.2.2 Espectroscopia por Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros normalizados de FTIR dos filmes nanocompdsitos sdo mostrados na
Figura 5.8, 5.9 e na tabela 5.1 (item 5.1.2) sdo apresentadas estruturas relacionadas
aos modos de vibracdo observados. Nota-se que os espectros de FTIR de Qui-BGNP
sao bem similares aos espectros de Qui- VB mostrados anteriormente. Os espectros
de FTIR de Qui-BGNP mostraram a banda a 1649 cm-! que corresponde aos grupos
primarios amina da quitosana. Os espectros com as BGNPs mostraram picos a 1030
e a 1070 cm-! associados com a vibragdo do estiramento dos grupos fosfatos. Em
comparacao com a quitosana pura, os espectros do nanocomposito com BGNP foram
caracterizados por trés novas bandas de absor¢do, o estiramento simétrico Si-O-Si
em 820 cm, o alargamento do pico em 1002 cm-! relacionado a vibragdo de
estiramento simétrico das ligagcdes Si-O-C. De forma similar ao hibrido, no
nanocompo6sito ocorreu uma intera¢do da ligacao C-H devido a Amida Il aparecendo
uma banda em 1300 cm (Peter et al. 2010; Peter et al. 2009; Cai et al, 2009). A
banda entre 3500 e 3000 cm™! é observada em todos os espectros e corresponde as
vibracdes de estiramento de diversos grupos hidroxil nas moléculas de agua e ao

estiramento C-H (Oliveira, 2011; Peter et al. 2010; Peter et al. 2009).
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Figura 5.8: Espectros de FTIR dos filmes de quitosana com 0, 1, 3, 5 e 10% m/m de BGNP
(a), (b), (c), (d) e (e) respectivamente, e do Vidro Bioativo puro (VB) (800-1800 cm-1).
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Figura 5.9: Espectros de FTIR dos filmes de quitosana com 0, 1, 3, 5 e 10% m/m de BGNP
(a), (b), (c), (d) e (e), respectivamente e do Vidro Bioativo puro (VB) (2000-4000 cm-1).
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5.3 Descricdo Qualitativa das Matrizes Hibridas Qui- VB

As imagens da Figura 5.10 ilustram as matrizes de quitosana e vidro bioativo
obtidas com sucesso usando do método de liofilizagdo conhecido também por
secagem através do congelamento. As matrizes apresentaram uma estrutura intacta
sélida nas paredes externas e internamente porosa, de modo geral, mostraram-se
sem fraturas ou trincas, com poucas variacdes nas dimensoes finais, apresentando

também uma configuracdo externa bastante simétrica.

Figura 5.10: Imagens obtidas por fotografia 6tica das matrizes de quitosana e vidro

bioativo com dimensdes de 10 mm x 18 mm.

5.4 Microscopia Eletronica de Varredura e Microtomografia Computadorizada

(uCT)

Os requisitos para um substituto de osso sintético visa fornecer uma matriz rica em
poros com muitas interconectividades que promovera o rapido crescimento dsseo e
ainda possuir resisténcia suficiente para evitar esmagamento sob cargas fisiologicas
durante a integracao e a regeneracao. A técnica ideal de fabricacdo do osso sintético
deveria produzir uma matriz complexa com o controle do tamanho de poros,
incluindo suas interconectividades. Possuir poros com dimensdes controladas é
importante do ponto de vista da adesdo, proliferacdo e migracdo das células
cultivadas "in vitro" ou das células presentes nos tecidos vivos sobre os quais a
matriz hibrida sera implantada. A interconectividade entre os poros é importante no

desenvolvimento de uma adequada vascularizacio e nutricio das células em
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migracdo e proliferacao, essencial para a manutencdao das mesmas. A liofilizagdo é
uma técnica simples para se produzir matrizes porosas, evitando as tensdes de
secagem e encolhimento que pode levar a rachaduras e empenamento durante as
secagens normais. O resultado ¢ uma matriz com uma microestrutura complexa e

rica em poros.

A avaliacdo da porosidade nas matrizes neste trabalho foi realizada por MEV de
forma qualitativa, sendo possivel avaliar a configuracao, o alinhamento preferencial
dos cristais do liquido congelado, a presenca das interconectividades e o aspecto das
paredes dos poros. Resultados quantitativos como o percentual do tamanho médio
de poros e o percentual total de poros das matrizes com 0%, 10% e 20% m/m foram
obtidos por microtomografia computadorizada (uCT). No entanto, este método nao
obteve sucesso ao mensurar a porosidade total da matriz com 30% m/m de vidro
bioativo. Esta amostra analisada por microtomografia apresentou uma estrutura

compacta impossibilitando a identificacao de poros.

5.4.1 Morfologia e Porosidade das Matrizes Hibridas Qui- VB

A morfologia das matrizes com 0, 10, 20 e 30% m/m de vidro bioativo obtida por
MEYV revelaram diferencas significativas na estrutura dos poros destas matrizes (Fig.
5.11). Para a matriz de quitosana pura (0%VB) os poros sao pouco uniformes com
pouca homogeneidade nas cavidades (Fig.5.11a). Na matriz com 10%VB os poros
sdo mais regulares e uniformes (Fig.5.11b). Na matriz com 20%VB os poros também
sdo bem uniformes, embora levemente alongados ficando mais lamelares
(Fig.5.11c). Na matriz com 30%VB os poros sdo em determinadas regides mais
uniformes e definidos, porém também apresenta regides com poros alongados e
ainda em outras regides os poros estdo quase em colapso (Fig.5.11d). De modo
geral, todas as matrizes apresentaram uma parede com poros com estrutura tipo
lamina com espessura bastante fina. Nas quatro composi¢des de matrizes foi
possivel identificar alguma interconectividade, mesmo com poucas cavidades, sendo
mais acentuadas nas matrizes com 10% e 20%VB, estas duas faixas de percentual se

mostraram mais satisfatérias, como uma matriz mais adequada ao crescimento e
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proliferacgao celular, pois resultaram em uma morfologia uniforme, isotrdpica e mais

rica em interconectividades.

Figura 5.11: Comparacdo das imagens de MEV de matrizes com 0%VB (a), 10%VB (b),
20%VB (c) e 30% VB (d): morfologia e estrutura dos poros. Aumento de 200x (a-d).

Com o objetivo de investigar com mais detalhes as caracteristicas morfoldgicas de
cada composicao de matriz foram descritas em seguida: suas caracteristicas de
congelamento, imagens dos poros obtidas por MEV, tamanho médio de poros,

interconectividades e porosidade total.

Conforme imagens obtidas por MEV, as matrizes de quitosana sem vidro bioativo
(Fig. 5.12) apresentaram uma morfologia heterogénea, nao uniforme, sem
direcionamento de poros. O resultado foi uma matriz com uma microestrutura

complexa com porosidade anisotrépica, a qual foi gerada durante o congelamento
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da matriz que possuia grande teor de liquido em sua estrutura. Grande quantidade
de cristais de gelo, foram formados ap6s o processo de liofilizacao, deixando uma
microestrutura final a qual é uma réplica negativa do cristal de gelo, ou seja, um
material constituido por uma microestrutura porosa, mas pouco uniforme (Deville

etal. 2006).

Figura 5.12: Imagens de MEV da matriz de quitosana sem o vidro: amostra da matriz
fraturado - 70x (a), morfologia dos poros - 200x (b), tamanhos dos poros - 300x (c) e

interconectividades - 500x (d).

Os tamanhos de poros das matrizes foram medidos por MEV (Fig. 5.12c), porém os
valores sao estimados e ndo sdo absolutos, foi apenas uma medida realizada na
superficie onde ocorre a ruptura da amostra da matriz, resultando em uma face rica
em poros aparentes, os quais foram medidos aleatoriamente. O tamanho de poros

obtido na regido analisada por MEV se encontra entre 63,14pm e 192,3um. As
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interconectividades ndo foram claramente visualizadas devido também a seu
aspecto anisotrépico, embora fosse possivel identificar algumas cavidades através

das imagens de MEV situadas na regido interior da matriz (Fig. 5.12d).

A porosidade total da matriz sem vidro (0%VB) obtida por uCT foi de 96 = 0,4%
(Tab. 5.2). Este percentual podia ser esperado devido ao alto teor de liquido contido
nesta matriz. A distribuicdo do tamanho de poros mostrou uma predominancia de
80% dos poros com dimensdes entre 50 e 80um, ou seja, a maioria dos poros dessa
matriz apresentou dimensdes abaixo de 100pum e o restante de poros, cerca de 20%
apresentou dimensdes maiores que 50um e menores que 80pum (Fig. 5.13a).
Conforme descrito em itens anteriores sobre os resultados da literatura, esta gama
de valores atende de forma significativa as variacdes de tamanho de poros

necessarias ao bom desempenho da matriz na engenharia de tecidos.

O percentual das interconectividades nado foi quantificado pela uCT, portanto os
resultados foram identificados apenas pelas imagens de MEV e devido ao seu alto
grau anisotrépico nao ficou claro se existe, de fato, interconetividades nas matrizes
de quitosana pura. Também foi medida a porosidade aparente de modo
comparativo, sendo possivel perceber diferencas significativas das duas técnicas,

por uCT (porosidade total) e pela balanga de Arquimedes (porosidade aparente).

Tabela 5.2: Percentual de porosidade e tamanho de poros obtidos por MEV e uCT.

Amostra Porosidade Faixa de Faixa de

tamanho de tamanho de

poros poros

predominante
aparente total " s

(%) *(%) (nm) (nm)
Qui 0% 72,08 £ 2,0 96,03 + 0,36 50-80 63,14 -192,3
Qui 10% VB 64,07 £ 2,4 96,01 + 0,39 46 - 84 64,11 -212,7
Qui 20% VB 55,18 5,5 95,74 + 0,68 50-110 90,34 -104,9
Qui 30% VB 47,45+ 2,2 X X 122,4 -227,3

*Obtido por uCT ** Obtido por MEV
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Figura 5.13: Distribuicdo do tamanho de poros obtidos por uCT, nas matrizes de quitosana

com 0%, 10% e 20% m/m de vidro bioativo, (a), (b) e (c) respectivamente.

Imagens de MEV das matrizes hibridas com 10% de vidro bioativo (Fig. 5.14)
revelaram uma microestrutura porosa e bastante homogénea, apresentando poros
regulares com uma morfologia de predominancia esférica/celular (fig 5.14b).
Portanto, o resultado foi uma matriz com poros mais isotdpicos principalmente nas
regioes mais internas. Na Figura 5.14a foi observado o amostra da matriz fraturado
revelando sua estrutura interior, mostrando também que de fato ocorrem
diferencas na configuracdo dos poros. A regido préxima a superficie da matriz
apresenta um material mais denso e no interior um material mais poroso conforme

indicado pelas setas. O tamanho de poros obtido na regido analisada por MEV se



67

encontra entre 64,11um e 212, 7um (Fig. 5.14c). As interconectividades foram

identificadas na matriz 10% de vidro com cavidades mais profundas (Fig. 5.14d).

200 ym

Figura 5.14: Imagens de MEV das matrizes com 10% de vidro bioativo: amostra da matriz
fraturado - 70x (a), morfologia dos poros - 200x (b), tamanhos dos poros - 200x (c) e

interconectividades - 800x (d).

A porosidade total da matriz 10%VB obtida por uCT foi de 96,01 * 0,39 % (Tab. 5.2)
resultado similar ao percentual da matriz de quitosana pura. A distribuicdo do
tamanho de poros mostrou uma predominancia de 65% dos poros com dimensodes
entre 46 e 84pum. A maioria dos poros apresentaram dimensdes abaixo de 100um e
o restante cerca de 35% dos poros apresentaram tamanhos variados com

dimensdes menos que 40pm e mais que 100um (Fig. 5.13b).
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Imagens de MEV da matriz com 20% de vidro (Fig. 5.15) revelaram uma morfologia
na qual os poros sofreram um leve achatamento, o que pode ter sido ocasionado
pelo manuseio que as amostras recebem durante seu preparo (a matriz foi
congelada em nitrogénio liquido a -196°C e posteriormente fraturada para expor
sua estrutura interior rica em poros) ou devido a propria conFiguracdo morfolégica
formada durante a sintese da matriz com 20% de vidro (Fig. 5.15b). O interior da
matriz também apresenta regides distintas com a superficie mais densa e o interior
da matriz mais rico em poros (Fig. 5.15a). O tamanho de poros obtido na regido
analisada por MEV se encontra entre 90,34pm e 1049um (Fig. 5.15c). As

interconectividades também foram observadas na matriz com 20% de vidro,
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Figura 5.15: Imagens de MEV das matrizes com 20% de vidro bioativo: interior da matriz

fraturado - 70x (a), morfologia dos poros - 200x (b), tamanhos dos poros - 200x (c) e

interconectividades - 500x (d).
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As matrizes com 20% de vidro apresentaram uma porosidade total obtida por uCT
de 95,74% =+ 0,68 (Tab. 5.2), ou seja, também bastante similar ao percentual da
matriz de quitosana pura e da matriz de quitosana com 10% de vidro. A distribui¢ao
do tamanho de poros mostrou uma predominancia de 60% dos poros com
dimensdes entre 50 e 110um. O restante cerca de 40% dos poros apresentaram

tamanhos variados com dimensdes menos que 40pum e mais que 140um (Fig. 5.13c).

Imagens de MEV das matrizes com 30% de vidro bioativo (Fig. 5.16a) revelaram

uma estrutura bastante compacta e densa que pode ser atribuida ao alto teor de

vidro na sua composigao.
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Figura 5.16: Imagens de MEV das matrizes com 30% de vidro bioativo: interior da matriz

fraturado - 70x (a), morfologia dos poros - 250x (b), tamanhos dos poros - 200x (c) e

interconectividades - 500x (d).
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Embora densa, foram observadas algumas regides com poros mais uniformes e sua
morfologia foi anisotrépica com predominancia do aspecto alongado/achatado (Fig.
5.16b).0 interior da matriz ndo apresentou regides muito distintas. O tamanho de
poros obtido na regido analisada por MEV se encontra entre 122,4pm e 227,3pm
(Fig. 5.16c). Pouca interconectividade foi observada na matriz com 30% de vidro

com raras cavidades (Fig. 5.16d).

Nas matrizes com 10, 20 e 30% de vidro ocorreram diferengas na configuracdo dos
poros, a regido proxima a superficie da matriz apresentou-se como um material
mais denso e no interior como um material mais poroso. Segundo S. Deville et al.
(2006) normalmente para amostras de elevada porosidade (>64%), a
microestrutura torna-se quase celular (interconectividades e paredes tém
dimensodes semelhantes). As paredes podem ter uma espessura muito fina (<5um)
para rapidas taxas de velocidade de resfriamento (>5°C/min) e sua espessura pode
ser muito homogénea em todo o conjunto da amostra. A primeira zona da amostra
(densa) em contato com a fonte de frio, ou seja, na sua superficie aconteceu uma
cinética de congelamento mais rapido e o equilibrio na difusdo de calor demora a ser
atingido. Assim, na interface do congelamento ocorre uma morfologia celular
instavel, resultando em pobres interconectividades de poros, com formacao de

material denso.

As diferencgas que ocorrem nas morfologias dos poros das matrizes com 10 e 20% de
VB em relacdo a matriz de quitosana pura, que apresenta um aspecto morfoldgico
bastante indefinido, provavelmente estd relacionada a adicdo de vidro em sua
estrutura, pois todas as matrizes sofrem processo de sintese e liofilizacdo idénticos.
Segundo Al-Sagheer e Muslim (2010), hibridos formados a partir de quitosana e
silica apresentam um aumento na interacdo interfacial que leva a obtencdo de
melhores propriedades mecanicas. As interacdes entre a quitosana e o TEOS
sugerem a formacdo de ligagdes de hidrogénio entre grupos amida da quitosana e os
grupos silanol, ligacdes idnicas entre os grupos amina da quitosana e os grupos
silanol, e ligagcdes covalentes devido a esterificagio de grupos hidroxilas da

quitosana com os grupos silanol da rede de silica (Fig.5.17).
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Figura 5.17: Sugestdo esquematica proposta por Al-Sagheer & Muslim (2010), sobre a

interacdo da quitosana e o precursor TEOS.

Nao foi possivel através de uCT obter resultados relativos a distribuicao do tamanho
de poros para a amostra com 30% de vidro bioativo. Embora nas imagens de MEV

mostre razoavel porosidade.
5.4.2 Morfologia e Porosidade das Matrizes Nanocompositas de Qui-BGNP
A estrutura de poros das amostras com 1, 3,5 e 10% m/m de BGNP é apresentada

nas Figuras 5.18, 5.19, 5.20 e 5.21. Nas matrizes nanocompositas nao foi medido o

percentual de porosidade e o tamanho de poros por uCT. No entanto, foi calculada a
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porosidade aparente pela técnica da Balanca de Arquimedes. Como ja esperado
devido ao alto volume de liquido contido nas matrizes de quitosana com 1% de
BGNP (Fig. 5.18a) estas apresentaram elevada porosidade aparente com
aproximadamente 62% (Tab. 5.3). Na superficie do filme foi observada uma
morfologia com poros acentuadamente regulares com uma porosidade mais
esférica/celular e com razoavel regidoes de interconectividades conforme indicado
em imagem ampliada (Figura 5.18b). A superficie das paredes dos poros apresentou
um aspecto homogéneo e liso. A faixa de tamanho de poros obtida na regido

analisada por MEV se encontra entre 131,4pum e 330,9um.

A R —
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Figura 5.18: Imagens de MEV das matrizes de quitosana com 1% de BGNP: morfologia dos

poros da matriz fraturada - 70x (a), tamanhos dos poros e cavidades das
interconectividades - 200x (b).

Tabela 5.3: Percentual de porosidade e tamanho de poros obtidos por uCT e MEV.

Amostra Porosidade Tamanho Faixa de
médio de tamanho de
poros poros
aparente total " o

(%) * (%) (um) (um)
Qui 0% 72,08 £ 2,0 96,03 + 0,36 50 -80 63,1-192,3
Qui 1%BGNP 78,51 +29 X X 131,4-330,9
Qui 3%BGNP 77,68 + 6,1 X X 160,6 - 445,9
Qui 5%BGNP 63,43 +2,3 X X 89,1-237,0
Qui1l0%BGNP 62,25+1,6 X X 108,1-254,6

* Obtidos por uCT ** Obtidos por MEV
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Imagens de MEV das matrizes com 3% de BGNP apresentaram uma morfologia
homogénea com poros uniformemente distribuidos e também apresentou uma
estrutura altamente porosa atingindo aproximadamente 77,68 + 6,10 % (Tab. 5.3).
A faixa de tamanho de poros obtida na regido analisada por MEV foi de 160,6 a
4459um. Embora essa faixa tenha sido escolhida aleatoriamente, foi possivel
perceber que o tamanho dos poros atingiu valores elevados em relacdo as demais
composicdes das matrizes, mesmo em relacdo as matrizes hibridas, chegando a
445,9um. Também foram observadas algumas interconectividades com cavidades

profundas conforme indicado pelas setas (Fig. 5.19b).
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Figura 5.19: Imagens de MEV das matrizes de quitosana com 3% de BGNP: morfologia dos

poros da matriz fraturada - 70x (a), tamanhos dos poros e cavidade das interconectividades

- 200x (b).

No entanto, na matriz de 5% de BGNP (Fig. 5.20) a porosidade reduziu para 63,43%
+ 2,3 e a faixa de tamanho de poros obtida na regido analisada por MEV foi bem
inferior em relacdo a matriz com 3%, reduzindo para 89,1 a 237um (Tab. 5.3). A
morfologia também foi bastante satisfatéria contendo poros uniformes e

interconectividades.



Figura 5.20: Imagens de MEV das matrizes de quitosana com 5% de BGNP: morfologia dos
poros da matriz fraturada - 200x (a), tamanhos dos poros e cavidade das

interconectividades - 200x (b).

A matriz com 10% de BGNP (Fig. 5.21) apresentou um valor de porosidade aparente
bem préximo da matriz contendo 5%, aproximadamente de 62,25% + 1,6 e com
uma faixa de tamanho de poros obtida na regiao analisada por MEV de 108 - 254um,

também bastante similar a de 5% (Tab. 5.3).
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Figura 5.21: Imagens de MEV das matrizes de quitosana com 10% de BGNP: morfologia dos
poros da matriz fraturada - 70x (a), tamanhos dos poros 200 x (b) e cavidade das

interconectividades - 500x (c).

Um aspecto importante que foi observado na formacdo da porosidade nas matrizes
foi justamente a influéncia da taxa de congelamento do liquido no tamanho final e na
morfologia dos poros. De modo comparativo foi realizada um ensaio de
congelamento apenas das matrizes nanocompoésitas com 10% de BGNP em duas
temperaturas diferentes. Ap6s gelacdo das matrizes elas foram submetidas ao
congelamento no refrigerador a -20°C (Fig. 5.21) e no nitrogénio liquido a -196°C
(Fig. 5.22), ou seja, com baixa e alta taxa de congelamento, respectivamente. O
resultado obtido revelou que o tamanho dos poros foi modificado principalmente
através do aumento ou diminui¢do da velocidade de congelamento. Portanto, para
altas taxas de congelamento (>5°C/min), a matriz com 10% de BGNP obteve
tamanho de poros com dimensdes inferiores em relagdo a matriz obtida a - 20°C. O
tamanho de poros foi medido aleatoriamente por MEV e alcan¢ou apenas a faixa de
22,8 a 29,1um, enquanto as matrizes que foram congeladas com baixas taxas
(<1°C/min), obtiveram poros variando de 124,2 a 254,6pm. Ocorreram também
diferencas na microestrutura dos poros que apresentaram uma morfologia lamelar
cilindrica, conforme Figura 5.22 (Ren, et al., 2001, 2002; Kang, et al., 1999; Ho, et al.,
2004; Shirosaki, et al., 2008).
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Figura 5.22: Imagens de MEV das matrizes de quitosana com 10% de BGNP congeladas em

nitrogénio liquido a -196°C: matriz fraturada 1500x (a), 500x (b), tamanho de poros 500x
(c).

5.4.3 Morfologia e Porosidade das Matrizes Qui- PVA- VB

Comparando-se a matriz de quitosana contendo PVA (Fig. 5.23b) com as matrizes de
quitosana pura foi possivel identificar uma porosidade mais homogénea na matriz
contendo PVA, que embora seja anisotropica, podem-se distinguir as unidades ou
cavidades dos poros. Ao contrario, na quitosana pura as cavidades e paredes dos
poros estavam desorganizadas com aspecto de laminas (Fig. 5.23a). Diferencas
significativas na estrutura dos poros das matrizes de quitosana com PVA e 20% de
vidro bioativo foram observadas comparadas a matriz de quitosana pura e a
quitosana com PVA, a qual apresentou uma morfologia com alta uniformidade,

paredes e cavidades bem definidas e organizadas (Fig. 5.23c).
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Figura 5.23: Imagens de MEV mostrando as diferencas morfoldgicas de poros das matrizes
compostas por quitosana pura - 200x (a), quitosana com PVA - 200x (b), e por quitosana

com PVA e 20% de vidro bioativo - 200x (c).

O tamanho de poros das matrizes de quitosana e PVA obtido na regido analisada por
MEV se encontra entre 98,50um e 167,3um. Foram observadas interconectividades
na estrutura dos poros conforme indicado na Fig. 5.24b, revelando uma quantidade
significativa de cavidades. As paredes dos poros dessa matriz ndo apresentam um

aspecto tao liso quanto o das matrizes que ndo contém PVA.
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Figura 5.24: Imagens de MEV da matriz de quitosana e PVA: corpo da matriz fraturado -
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200x (a), diametro dos poros e interconectividades - 500x (b).

As matrizes de quitosana e PVA apresentaram uma porosidade total obtida por uCT

de 93,62% + 0,52 (Tab. 5.4). Portanto a blenda contendo Qui- PVA nao apresentou

um percentual total de porosidade significativamente diferente em relacao aos

demais valores obtidos para as matrizes que contém vidro. A distribuicio do

tamanho de poros mostrou uma predominancia de 70% dos poros com dimensdes

entre 40pm e 86um (Tab. 5.4). O restante cerca de 30% dos poros apresentaram

tamanhos variados com dimensdes <30, >100um conforme Figura 5.25a.

Tabela 5.4: Percentual de porosidade e tamanho de poros obtidos por uCT e MEV.

Amostra Porosidade Tamanho Faixa de
de poros tamanho de
poros
Aparente Total " ok
(%) * (%) (wm) (wm)
Qui Pura 72,08+ 2,0 96,03 + 0,36 50-80 63,14 -192,3
Qui-PVA 91,68 +1,7 93,62 + 0,52 40 - 86 98,50 -167,3
Qui-PVA-20%VB 68,02 + 4,3 95,56 +051 40-120 78,68 -176,3

* Obtidos por uCT
** Obtidos por MEV
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Figura 5.25: Distribuicdo do tamanho de poros da matriz de Qui-PVA (a) e da matriz de

Qui-PVA 20%VB (b) obtidos por uCT.

As matrizes de quitosana com o PVA e 20% de vidro bioativo (Fig. 5.26)
apresentaram uma morfologia muito homogénea com poros extremamente bem
definidos, regulares, sendo mais isotépicos, com uma porosidade mais
esférica/celular e com muitas regides de interconectividades conforme indicado na
Figura 5.26d. A superficie das paredes dos poros apresentou pouca rugosidade. O
tamanho de poros obtido na regido analisada por MEV se encontra entre 78,68um e

176,3um (5.26 c).

As matrizes de quitosana e PVA contendo 20% de vidro bioativo apresentaram uma
porosidade total obtida por uCT de 95,56 + 0,51 % (Tab. 5.4) também bastante
similar ao percentual da matriz de quitosana pura. A distribuicdo do tamanho de
poros mostrou uma predominancia de 80% dos poros com dimensodes entre 40pm e
120pm e o restante cerca de 20% dos poros apresentaram dimensdes maiores que
20pm e menores que 140um conforme Figura 5.25b. Assim a matriz compdsita de
quitosana, PVA e 20% de vidro bioativo oferece requisitos que atenda a engenharia

de tecido 6sseo na producdo de biomateriais.
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Figura 5.26: Imagens de MEV da matriz de quitosana e PVA com 20% de vidro bioativo:

corpo da matriz fraturado - 60x (a), morfologia dos poros - 500x (b), tamanhos dos poros -

200x (c) e interconectividades - 800x (d).

Esta matriz com PVA em comparagdo as demais matrizes de Qui-VB e Qui-BGNP
obteve um resultado de porosidade adequado para a aplicagdo em engenharia de
tecido. O percentual de 20%VB ndo possui excesso de material inorganico e nao
compromete sua flexibilidade ao contrario do comportamento das matrizes com
30% de vidro. Por outro lado as matrizes sem vidro ficam saturadas de liquido ndo

oferecendo configuracao de poros com microestrutura homogénea e regular.

Klawitter e Hulbert em 1971 estabeleceram um tamanho minimo de poros de
100um, o qual seria necessario para possibilitar crescimento de tecido 6sseo
mineralizado em estruturas ceramicas. Porém em estudos mais recentes (Itala et al.,

2001) demonstrou que é possivel afirmar que o crescimento ésseo ocorre em poros
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tdo pequenos, proximos de 50um. Outros resultados da literatura, semelhantes a
estes, mostraram um crescimento 6sseo em poros com dimensdes entre 5 a 15um
consideradas dimensdes especificas para o crescimento de fibroblastos e 40 a
100pm para o crescimento de osteocitos (Tithi et al, 2003; Whang, Joseph &
Bonfield, 1998). Além disso, Itala et al, (2001) também demonstra que matrizes
porosas com diferentes tamanhos de poros (50, 75, 100 e 125um) testadas em
defeitos 6sseos de ratos permitiram crescimento de tecido 6ésseo mineralizado ao
contrario de outros resultados da literatura relatando que apenas poros menores

(10 a 75um) sao penetrados por tecido fibroso (Karageorgiou & Kaplan, 2005).

O percentual de porosidades tipicas para matrizes de HA descritas na literatura
variam entre 35% e 75% com tamanhos de poros entre 50pm e 400pum (Deville et
al, 2006; Tamai et al,, 2002; Simske et al, 1997). De forma mais detalhada outros
estudos da literatura revelam que o tamanho de poros de 5um seria necessario para
permitir revascularizacao, de 20um para o crescimento de hepatdcitos, de 20 a
125um para a regeneracdo de tecido epitelial e de 100 a 350um para permitir
regeneracao oOssea (Yang et al, 2001; Whang, Joseph & Bonfield, 1998). A
preponderancia de poros grandes pode tornar o material do implante bastante
fraco. Além disso, mesmo pequenos movimentos no implante podem causar
complicacbes cortando o fornecimento de sangue para o tecido nos poros, o que
pode conduzir a inflamagdo. Foram relatados também que suportes de matrizes
porosas tem, mesmo para pequenas porosidades, revelado que a conectividade dos
poros e orientacdo dos mesmos sdo tdo importantes quanto o tamanho de poros
(Kawachi et al., 2000; Ren et al., 2001; Li et al, 2003; Jones et al., 2004; Reis, 2007).
Portanto, a variacdo de porosidade relatada neste trabalho pode ser bem adequada

para a aplicagcdo em regeneracdo 6ssea

5.5 Ensaios de Trac¢ao dos Filmes Hibridos Qui-VB

A Figura 5.27 apresenta o comportamento mecanico da curva de tensdo X
deformacdo relativa para filmes de quitosana pura, com 10% e com 20% m/m de
vidro bioativo, todos reticulados com glutaraldeido. Foi observado que os filmes

com vidro bioativo diminuem seu percentual de deformagdo enquanto
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gradualmente aumentam sua resisténcia a tracao. De modo geral, o comportamento
das curvas tensdo x deformacdo sdo tipicas de um material plastico. Podemos
considerar também a hipotese de ter ocorrido escoamento em regides ndo definidas
principalmente nos filmes com 0%VB. E possivel que durante o escoamento do
material, as cadeias poliméricas tenham sofrido um alinhamento, aumentando a
cristalinidade do hibrido o que conduz ao fortalecimento localizado.
Consequentemente, existiu uma resisténcia continuada a deformacdo nestes pontos
de escoamento (Callister et al, 1991).
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Figura 5.27: Curvas tensdo x deformacio dos filmes de quitosana pura e dos filmes hibridos

com 10% e 20% m/m de vidro bioativo.

O filme de quitosana apresentou um valor de resisténcia maxima a tracao de 42 MPa
e deformacao especifica de 11% (Fig. 5.28, 5.29 e Tab. 5.5). A resisténcia maxima do
filme com 10% de vidro bioativo foi aumentada para 53 MPa, enquanto sua
deformacdo diminue para 5%. ]Ja o filme contendo 20% de vidro sofre um aumento
na resisténcia maxima a tracdo atingindo valores de 67 MPa, embora sua
deformacdo diminua razoavelmente para 4%. Este fato ocorre devido as interagdes
na rede polimérica com o vidro, a dispersao do sol na matriz de quitosana altera sua
estrutura, deixando o hibrido com um comportamento menos flexivel, diminuindo

sua plasticidade em relagdo aos filmes que ndo sofreram adi¢cdo de vidro bioativo.
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A tensdo e a deformacao maxima dos filmes de quitosana pura e quitosana com
vidro bioativo foram obtidas obtida pelas médias dos corpos de prova ensaiados

(n>6), conforme Figuras 5.28 e 5.29.

Tensdo Maxima (MPa)
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Percentual de Vidro Bioativo (%)

Figura 5.28: Influéncia do teor de vidro bioativo na tensdo maxima dos filmes com 0, 10 e
20%VB.
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Figura 5.29: Influéncia do teor de vidro bioativo na deformacao a tensdo maxima dos filmes

com 0,10 e 20%VB.
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Os resultados demonstram um melhor desempenho na resisténcia do hibrido com a
introducdo do vidro bioativo até determinado percentual, no maximo de 20%, ndo
causando modificagbes como trincas ou defeitos que possam prejudicar a
resisténcia dos filmes ensaiados. O ensaio de tracdo dos filmes contendo 30% de
vidro nao foi realizado devido a baixa flexibilidade que os filmes apresentaram apos
a sintese. Outro fator também limitante foi a retracdo que ocorreu na area
superficial dos filmes, impedindo o corte regular dos corpos de prova desta

composic¢ao.
5.6 Ensaios de Tracao dos Filmes Nanocompoésitos Qui-BGNP

A Figura 5.30 ilustra as curvas de tensdo x deformacao para filmes de quitosana com
1, 3, 5 e 10% de BGNP, todos reticulados com glutaraldeido. O comportamento nos
ensaios de tracdo dos filmes nanocompoésitos com BGNP é razoavelmente similar ao
comportamento dos filmes hibridos com VB. Os filmes obtiveram um
comportamento flexivel e suas curvas de tensdo x deformagdo sdo tipicas de um

material plastico (Callister et al, 1991).
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Figura 5.30: Curvas tensdo x deformacdo obtidas do ensaio de tracao dos filmes

nanocompésitos de quitosana com 1, 3,5 e 10% de BGNP.
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As propriedades mecanicas dos filmes de nanocompdsitos foram fortemente
influenciados pelo conteido de BGNP e os resultados apresentaram alto
desempenho em relacdo aos demais filmes hibridos ensaiados. Filmes com 3 e 5%
de BGNP alcancaram valores de resisténcia maxima da ordem 73 e 80MPa,
respectivamente. E sua deformacdo maxima também aumentou quando comparada
com a quitosana atingindo percentuais de 22 e 21% para os filmes com 3 e 5% de

BGNP, respectivamente (Fig. 5.31 e fig 5.32).
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Figura 5.31: Influéncia das nanoparticulas na tensdo maxima dos filmes com 0, 1, 3, 5 e
10% de BGNP.
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Figura 5.32: Influéncia das nanoparticulas na deformacdo maxima dos filmes com 0, 1, 3, 5

e 10% de BGNP.
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A tabela 5.5 apresenta resultados comparativos do comportamento mecanico de

hibridos e nanocompdsitos.

Tabela 5.5: Comparac¢do dos valores médios de tensdo e deformag¢do maxima dos filmes

nanocompésitos Qui-BGNP com os filmes hibridos Qui-VB.

Amostra Tensao maxima a tragio Deformac¢do maxima a tracio
(m/m) (MPa) (%)

Qui 0% 42,055 12,0+29

Qui 1% BGNP 62,0+4,3 14,0 £ 2,2

Qui 3% BGNP 73,0%5,2 22,0+3,1

Qui 5% BGNP 80,0+5,0 21,0+3,1

Quil0% BGNP 68,0 + 4,6 11,0 £2,9

Qui 10% VB 53,070 50+2,0

Qui 20% VB 67,0+49 4,0+0,9

Qui 30% VB X X

Verificou-se que os filmes com 5% m/m de BGNP foram capazes de resistir a uma tragdo
maxima de 80 MPa enquanto que os filmes hibridos Qui-VB contendo 20% de vidro
obtidos pela rota sol-gel alcancaram no maximo 67 MPa (Tab. 5.5). A diferenca nos
valores pode ser atribuida ao aumento da d&rea superficial oferecido pelas
nanoparticulas o que resulta no aumento da area de contato com a superficie polimérica

da quitosana.

Através da Figura 5.33 foi possivel comparar percentuais similares de vidro, ou seja,
filmes com 10%BGNP e 10%VB onde se verificou o melhor desempenho dos
nanocompositos em relagdo aos hibridos. Os filmes hibridos com 10%VB obtiveram
valores de tensdo maxima a tragdo de 53MPa, enquantos os filmes nanocompésitos

alcangaram o valor de 67,0 MPa (Tab. 5.5).
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Figura 5.33: Comparacdo das curvas tensao x deformacgao obtidas do ensaio de tracdo dos

filmes de Qui-0%VB, 10%VB com o filme 10% BGNP.

5.7 Ensaios de Trac¢ao dos Filmes Hibridos de Qui-PVA com 20% VB

A Figura 5.34 ilustra o comportamento das curvas de tensao x deformacdo para
filmes de quitosana pura, Qui-PVA e para Qui-PVA contendo 20% m/m de VB, todos
reticulados com glutaraldeido. Tal como esperado, os filmes contendo PVA sofrem
um aumento na capacidade de deformacgdo, porém por outro lado, sofrem perda de
resisténcia a tracao em relacdo aos filmes de quitosana pura e quitosana com vidro.
O percentual de deformacdo foi significativamente superior nos filmes que
continham PVA, aumentando de 12% (Qui 0%VB) para 28% (Qui-PVA),

respectivamente.
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Figura 5.34: Curvas tensdo x deformacdo obtidas do ensaio de tragdo dos filmes de Qui-

0%VB, Qui-PVA, Qui-20%VB e Qui-PVA-20%VB.

As Figuras 5.35 e 5.36 e a tabela 5.6 apresentam resultados comparativos do
comportamento mecanico entre as blendas Qui/PVA e os hibridos Qui/PVA -
20%VB nos ensaios de tracdo. Pode-se perceber que, embora o PVA aumente a
capacidade de deformacdo tanto nos filmes com quitosana quanto nos filmes com
quitosana e vidro o PVA nao permitiu melhorar as propriedades mecanicas dos
hibridos (Qui-PVA-20%VB). Os resultados mostraram a diminui¢ao tanto da tensao
quanto da deformacdo. Isto mostra também que os materiais isolados como a
quitosana pura obtiveram um desempenho mecanico com valores intermediarios de
tensdo x deformacdo. Ja a quitosana com 20% de vidro embora ganhe no aumento
de resisténcia a tracdo perde muito na sua capacidade de deformacgdo. Este
resultado indica que podem ser utilizadas para a sintese de hibridos de quitosana

vidros silicatos para melhorar as suas propriedades mecanicas.
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Figura 5.35: Influéncia do vidro bioativo e do PVA na tensdo maxima dos filmes.
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Figura 5.36: Influéncia do vidro bioativo e do PVA na deformagdo méaxima dos filmes.

A tabela 5.6 apresenta resultados comparativos do comportamento mecanico entre

as blendas Qui/PVA e os hibridos Qui/PVA-20%VB nos ensaios de tracao.
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Tabela 5.6: Valores médios de tensdo e deformacdao maxima dos filmes.

Amostra Tensao maxima a tracdo Deformacao maxima a tracao
(MPa) (%)

Qui 0% VB 42 +5,5 11+£3,0

Qui /PVA 15+1,5 26%2,3

Qui /PVA + 20% m/m VB 11+1,2 14+1,8

Os resultados comparativos do comportamento mecanico dos filmes hibridos e
nanocompoésitos apresentaram valores de resisténcia com uma elevada variagdo
tanto na tensdo maxima, quanto na deformag¢do maxima. Foram obtidos valores que
variaram de 11MPa correspondente aos filmes hibridos Qui/PVA+20%VB até
80MPa para os filmes nanocompésitos (Qui 5%BGNP). E também a variacdo da
deformag¢do maxima foi a elevada variacao no percentual: 4% (Qui 20%VB) a 22%
(Qui 3% BGNP). Possivelmente as nanoparticulas de vidro bioativo interagiram com
as cadeias lineares do polimero e em alguns filmes nanocompdsitos (Qui - 1, 3 e 5%
BGNP) elas contribuiram para o aumento da resisténcia atuando como agente de
refor¢o. No entanto, quando o percentual de BGNP atinge cerca de 10% no
nanocompoésito seu comportamento torna-se inverso, o vidro funciona como
concentrador de tensdes e consequentemente diminui a tensdo maxima e a
deformac¢do maxima dos filmes. Nanoparticulas bem dispersas sdo muito menores
que a dimensao da fissura critica, nao permitindo o inicio da falha nos polimeros. A
ductilidade representa uma medida do grau de deformacdo plastica que foi
suportado até a fratura. Um material que experimenta uma deformacao plastica
muito pequena ou mesmo nenhuma deformacdo plastica quando da sua fratura
possui um comportamento fragil A adicdo de cargas rigidas a um polimero
frequentemente aumenta a sua resisténcia, mas diminui sua ductilidade como
ocorreu nos hibridos com 10 e 20%VB. Estes filmes obtiveram valores de
deformacgdes inferiores aos demais filmes nanocompdsitos e mesmo os filmes de
quitosana pura obtiveram valores de deformacdo mais elevados atingindo o

percentual de 12% (Callister, 1991 e Oliveira, 2011 ).
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5.8 Ensaios de Compressao das Matrizes Hibridas Qui-VB

As amostras das matrizes de quitosana e vidro bioativo com 0, 10, 20 e 30% de
vidro, todas reticuladas com glutaraldeido foram ensaiadas através de testes de
compressdo e o comportamento tensdo x deformacao foi apresentado na Figura
5.37. Também foi comparada a influéncia do PVA no comportamento mecanico das
matrizes. As curvas obtidas demonstram que o material sofreu alteracdo de seu
comportamento a medida que foi alterada sua composicao, isto é, com o acréscimo

de vidro bioativo.
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Figura 5.37: Curvas tensao x deformacdo obtidas do ensaio de compressao das matrizes de

Qui-0%VB e das matrizes hibridas com 10, 20, 30% m/m de VB.

Os valores médios de resisténcia e deformacao maxima a compressao das matrizes
sao apresentados nas Figuras 5.38 e 5.39. A matriz de quitosana 0%VB apresenta
um valor de resisténcia maxima a compressao de 0,011 MPa e deformacdao maxima
de 59%. As matrizes com 10% de vidro bioativo obtiveram um crescimento na
resisténcia a compressdo, atingindo cerca de 0,019 MPa e ao contrario do
comportamento dos filmes, embora nao seja ideal a comparagdo, as matrizes com

10% de vidro obtiveram também um aumento na deformacgdo para 68%.
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As matrizes com 20% m/m de vidro aumentam seu limite de resisténcia maxima
chegando a 0,041 MPa, mas diminui sua capacidade de deformacgao para cerca de
48%. A matriz com 30% m/m de vidro bioativo obteve uma diminui¢do na sua
resisténcia a compressao caindo para cerca de 0,037 MPa e sua deformag¢do diminui

para 32%.

A medida que se aumenta o teor de vidro na matriz os valores das propriedades
mecanicas alteram, comprovando que ocorre um aumento de resisténcia a
compressdo conforme acréscimo do vidro na rede polimérica. Porém o excesso de
vidro leva a reducdo tanto da resisténcia quanto da capacidade de deformacao. Os
resultados dos ensaios apresentaram um limite de resisténcia a compressdo que
demonstram para a matriz com 10, 20 e 30% (m/m) de VB valores bem abaixo do
limite de valor do osso trabecular na faixa entre 2-12 MPa, mas podemos afirmar
que de fato, o vidro bioativo fornece aumento de resisténcia no hibrido e que o
percentual mais favoravel a ser acrescentado na matriz é 20% m/m, considerado
razoavel para gerar aumento de resisténcia sem no entanto, diminuir muito o

percentual de deformacao da matriz hibrida Qui-VB.
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Figura 5.38: Influéncia do vidro bioativo na tensdo maxima a compressao das matrizes com

0,10,20 e 30% m/m de VB.
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Figura 5.39: Influéncia do vidro bioativo na deforma¢do maxima a compressido das

matrizes com 0, 10, 20 e 30% m/m de VB.

5.9 Ensaios de Compressio das Matrizes Nanocompdsitas Qui-BGNP

O comportamento tensdo x deformacao das matrizes nanocompdsitas de quitosana
com1,3,5e10% m/m de BGNP, todas reticuladas com glutaraldeido, é apresentado
na Figura 5.40. As curvas obtidas demonstraram que o material sofreu altera¢do no
seu comportamento mecanico a medida que foi alterada sua composicdo. Os valores
médios de resisténcia e deformacdo maxima a compressdo das matrizes sdo

apresentados nas Figuras 5.41 e 5.42.

As matrizes com 1 e 3% m/m de BGNP obtiveram valores de 0,05 e 0,04 MPa,
respectivamente, na tensdo maxima a compressao. Este resultado demonstra o bom
desempenho na capacidade das nanoparticulas na atuacdo como agentes de reforco
das matrizes nanocompésitas. Além disto, as matrizes com 5% e 10% m/m de BGNP
obtiveram um elevado aumento de resisténcia maxima a compressao, atingindo
valores da ordem de 0,12 e 0,11 MPa respectivamente e sua capacidade maxima de
deformag¢do também aumentou atingindo valores bem significativos de 71% e 60%,

respectivamente.
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Figura 5.40: Curvas tensdo x deformacdo obtidas do ensaio de compressdo das matrizes

com1,3,5e10% m/m de BGNP.
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Figura 5.41: Influéncia das nanoparticulas na tensdo maxima de compressao das matrizes

com0,1,3,5e10% m/m de BGNP.
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Figura 5.42: Influéncia das nanoparticulas na deforma¢do maxima das matrizes com 0, 1, 3,

5e 10% de BGNP.

A tabela 5.7 apresenta resultados comparativos do comportamento mecanico das
matrizes hibridas e matrizes nanocompdsitas. Nota-se que os resultados das curvas
de tensdo x deformacdo para as matrizes com nanoparticulas de vidro bioativo
(BGNP) apresentaram um ganho nas propriedades de resisténcia. Os
nanocompositos com 1, 3, 5 e 10% de BGNP apresentaram maior tensdo maxima de
compressdo em relacdo as demais matrizes de Qui-VB. Observa-se, no entanto, que
os valores da deformacdo maxima obtidos para as matrizes nanocompdsitas nao

foram tdo distantes em relagdo aos resultados obtidos das matrizes hibridas.
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Tabela 5.7: Comparacdo dos valores médios de tensdo e deformagao maxima das matrizes

hibridas e nanocompésitas.

Amostra Tensao maxima a Deformaciao maxima a
compressao compressao

(m/m) (MPa) (%)

Qui 0% 0,011 +0,001 59+19
Qui 10% VB 0,019 + 0,002 68+1,1
Qui 20% VB 0,041 + 0,006 48 + 2,3
Qui 30% VB 0,037 £ 0,005 32+25
Qui 1% BGNP 0,051 0,003 65+ 6,0
Qui 3% BGNP 0,049 + 0,004 68 + 3,6
Qui 5% BGNP 0,125+ 0,02 71+3,2
Qui 10% BGNP 0,118 + 0,03 69 * 2,2

As matrizes produzidas sdo flexiveis, o que as torna facilmente moldada durante o
implante cirurgico e adequado para utilizagdo como suportes flexiveis em
engenharia de tecidos em diversas aplicagdes (Oliveira, 2011). Todas as espumas
ensaiadas tanto as hibridas quanto as nanocompdsitas recuperaram suas dimensdes

iniciais.

5.10 Ensaios de Compressao das Matrizes de Qui/PVA com 20%VB

As matrizes de quitosana contendo PVA apresentaram um comportamento de
tensdo x deformacdo com elevados valores de deformacdo (Fig. 5.43). O resultado
obtido demonstra que ocorreu pouca variagdo no percentual de deformagao e um
aumento de resisténcia a compressao bem significativo em relacao a quitosana pura.
O PVA aumenta a tenacidade da matriz alterando as propriedades mecanicas dos
hibridos.

As Figuras 5.44 e Fig. 5.45 e a tabela 5.8 apresentam resultados comparativos do
comportamento mecanico das matrizes com Qui-0%VB, Qui-PVA e Qui-PVA-20%VB.

As matrizes de Qui/PVA apresentaram um valor de resisténcia a compressao de
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0,023 MPa e deformacdo de 55%. Os resultados das curvas de tensdo x deformagdo
relativa para matrizes de Qui-PVA e 20%VB reticuladas com glutaraldeido foram
maiores em relacdo a resisténcia maxima e obteve pouca reducdo na capacidade de
deformacdo. Estas matrizes apresentaram um valor de resisténcia a compressao de

0,042 MPa e deformacao de 45%.
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Figura 5.43: Curvas tensdo x deformacdo obtidas do ensaio de compressdo das matrizes

com Qui-0%VB, Qui-PVA e Qui-PVA-20%VB.
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Figura 5.44: Influéncia do PVA e do vidro bioativo na tensdo maxima de compressao das

matrizes Qui-0%VB, Qui-PVA e Qui-PVA-20%VB.
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Figura 5.45: Influéncia do PVA e do vidro bioativo na deforma¢do maxima de compressdo

das matrizes Qui-0%VB, Qui-PVA e Qui-PVA-20%VB.

A tabela 5.8 apresenta resultados comparativos do comportamento mecanico das

matrizes com Qui-0%VB, Qui-PVA e Qui-PVA-20%VB.

Tabela 5.8: Valores médios de tensao e deformacdao maxima a compressao das matrizes.

Amostra Tensao maxima a Deformac¢iao maxima a
compressao compressao
(MPa) (%)
Qui 0% VB 0,011 + 0,001 58+19
Qui /PVA 0,023 + 0,002 55+1,7
Qui /PVA+20% VB 0,042 + 0,001 45+35

O comportamento das curvas de tensdao x deformac¢do das matrizes hibridas e
nanocompositas foram bem similares e tanto no que diz respeito a tensao e a
deformagdo maxima a compressao. As matrizes apresentaram um comportamento
elastico, sem deformacdes plasticas, neste caso, o vidro atua como agente de reforgo,

aumentando a resisténcia do material obtido, sem a reducdo da elasticidade. Este
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comportamento pode ser atribuido a forma com que a amostra é analisada, e
também conforme o seu processo de producdo. O processo de producido do filme
permite uma mobilidade das cadeias do polimero. A matriz foi liofilizada, o que
reduziu a mobilidade das cadeias de polimero, mantendo uma fronteira entre as
estruturas nanocompositas. Isso levou a uma mudan¢a no mecanismo de
transferéncia de cargas (Oliveira, 2011). As propriedades mecanicas das matrizes
obtidas utilizando como agente de refor¢o as BGNPs para produzir matrizes

nanocompositas, mostraram uma melhoria no seu desempenho.

5.11 Ensaios de Bioatividade

As condi¢des de sintese dos hibridos resultam normalmente em um produto de
carater acido e o conteddo polimérico, sensivel a altas temperaturas, impossibilita a
eliminacdo de produtos téxicos por tratamento térmico. Quando em contato com o
meio de cultura, os produtos de dissolucdo dos hibridos podem alterar o pH do meio
e o crescimento celular, promovendo menor viabilidade celular. Caso provoquem
essa alteracdo, é necessaria uma etapa de neutralizacdo, para reduzir a acidez das

amostras e torna-las mais biocompativeis (Dias et al, 2010).

Portanto, para os ensaios de bioatividade foi realizado um pré-estudo da variacdo de
pH dos hibridos e dos nanocompésitos em solugcdo de SBF mantidos a 37°C. As
amostras com 0, 10, 20 e 30% m/m de VB foram imersas por 1 dia, 7 e 28 dias, e as
amostras com 1, 3,5 e 10% m/m de BGNP foram imersas por 28 dias, em seguida foi
realizada a medicdo de pH. Através da tabela 5.9 foi observou-se que os valores
obtidos apresentaram uma variacdo de pH entre 7,22 e 7,50, e que, portanto, ndo
houve uma variacdo significativa de pH na solucao de SBF. Isso indicou que as
amostras permaneceram estaveis nesse aspecto dispensando a etapa de

neutralizagao.
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Tabela 5.9: pH médio das amostras dos hibridos e nanocompdsitos em funcao do tempo de

imersdo em SBF a 37°C.

Amostras Tempo de Imersao em SBF
Ohora 1dia 7 dias 28 dias
Qui- 0%VB 7,40 7,45 7,35 7,40
Qui- 10%VB 7,40 7,34 7,49 7,25
Qui- 20%VB 7,40 7,33 7,45 7,35
Qui- 30%VB 7,40 7,32 7,50 7,22
Qui - 1% BGNP 7,40 7,37 7,31 7,36
Qui - 3% BGNP 7,40 7,35 7,32 7,24
Qui - 5% BGNP 7,40 7,31 7,29 7,28
Qui - 10% BGNP 7,40 7,39 7,34 7,30

Os resultados da biomineralizagdo mostraram na superficie do filme com 20% m/m
de VB uma tipica formacdo gradual de Hidroxiapatita Carbonatada (HCA) conforme
o aumento dos dias de imersdo no SBF (Fig. 5.46). Nas demais amostras ndo foram
realizadas analises por MEV, no entanto foram realizados estudos de FTIR (Fig. 5.47

e 5.48).

Através das imagens de MEV foi observado na superficie dos filmes hibridos
(20%VB) uma morfologia homogénea, composta por pequenos cristais, com
tamanhos menores que 5 pm, caracterizando a formagdo da camada de HCA. A
identificacdo da composicdo quimica desses cristais foi realizada através de EDS
encontrando-se os fons (Calcio) Ca, (Fosforo) P, conforme mostrado na Figura 5.46-
C. Também foram identificados alguns residuos representados na imagem de MEV
por graos de cristais arredondados, cuja composicao quimica foi avaliada pelo EDS
contendo os elementos (Magnésio)Mg e (S6dio) Na. Embora os filmes tenham sido
lavado com agua para retirada do excesso de sais, apds a secagem ainda verificou-se
a presenca residuos. Inicialmente os graos de apatita estavam mais isolados (Fig.
5.46A-a), apo6s 7 dias apresentavam uma camada mais espessa e uniforme sobre a
superficie do hibrido (Fig. 5.46B-b). Com 28 dias toda a superficie do filme estava
coberta pela HCA, evidenciando uma resposta bioldgica mais intensa, conforme

aumento do tempo de imersao (Fig. 5.46¢-D-d).
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Figura 5.46: Imagens de MEV da superficie dos filmes com 20% de vidro bioativo imersos
em SBF por: 1 dia (A-a), 7 dias (B-b) e por 28 dias (c-D-d). Imagem de EDS do filme imerso
em SBF por 28 dias (C).
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Os espectros de FTIR para os filmes com 10, 20 e 30% m/m de VB imersos em SBF
por 1 e 28 dias mostraram algumas bandas de absorg¢do a aproximadamente 520 cm-
1,560 cm'! e 600 cm! que correspondem a deformacao vibracional do grupo P-0
indicando a formagao de uma camada cristalina de fosfato de calcio, normalmente as
bandas proximas a 600cm-! sdo referentes as deformagoes de P-O do grupo PO43-
(Fig. 5.47 e 5.48). A banda em 890 cm! relacionada ao estiramento C-O do C-032 é
mais evidenciada nos filmes com teor de 10, 20 e 30% m/m de VB (Fig. 5.47). Nos
filmes com 28 dias de imersao com teor de 30% m/m de VB (Fig. 5.48) aparece uma
banda em 520 cm! relacionada a deformacao vibracional do grupo P-O. As bandas
observadas no aspecto FTIR do filme com um dia de imersao (Fig. 5.47) em 1024,
1020 e 1150 cm! sdo indicativas do deslocamento da banda 1100 cm! atribuida ao
estiramento P-O. As intensidades das bandas aumentam apés 28 dias de imersao,
indicando a formacdao da camada de HCA. Os filmes sem adicdo de vidro nao
apresentaram as bandas relacionados a formacgao de HCA (Pereira et al, 2005; Peitl

et. al, 2001; Sepulveda, 2001).
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Figura 5.47: (A) FTIR de filmes apds 1 dia de imersdo em SBF: (a) 0%, (b) 10%, (c)
20% e (d) 30% m/m de VB.
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Figura 5.48: (B) FTIR de filmes apods 28 dias de imersdo em SBF: (a) 0%, (b) 10%, (c)

20% e (d) 30% m/m de VB.

A formacdo de hidroxiapatita carbonatada também foi registrada por DRX (Fig.
5.49). O difratograma dos filmes evidencia um pico com alta intensidade
aproximadamente em 32°C e outro pico com baixa intensidade em 26°C, associados
aos planos (211) e (002), respectivamente (Hong et al. 2009; Peter et al, 2009;
Jayakumar et al, 2009; Cai et al. 2009). Estes picos sdo caracteristicos da fase
cristalina de hidroxiapatita carbonatada referentes a ficha 19-274 (JCPDS). Porém
estes dois picos aparecem somente no hibrido com 20% de vidro. Os difratogramas
dos filmes com 0 e 10% m/m de vidro mostram picos largos indicando que na
regido analisada existe pobre cristalinidade, portanto, possuem pouca propriedade
bioativa. Os componentes organicos dos filmes 0, 10 e 20% m/m de VB se
encontram na fase amorfa, e portanto, ndo mostram picos de difracao de raios X. O
filme com 30% de vidro ndo obteve sucesso na caracterizacdo por DRX, pois as

amostras estavam irregulares impedindo a analise da superficie dos mesmos.
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Figura 5.49: DRX para filmes com (a) 0%, (b) 10% e (c) 20% m/m de VB apds 7 dias de

imersao em SBF.

5.12 Ensaios Biologicos

A atividade mitocondrial das células osteoblastos, cultivadas sem e com a presenca
de materiais produzidos neste trabalho foi avaliada pela analise de Resazurina. Este
ensaio € utilizado para avaliar especificamente a funcao mitocondrial e a viabilidade
celular. A Figura 5.50 ilustra a viabilidade celular dos hibridos (Qui-VB) e dos
nanocompositos (Qui-BGNP). No grupo controle foram semeadas somente células de
osteoblastos viaveis (sem as amostras no meio). Nos grupos comparativos as células
foram semeadas sobre cada composicdo de filme hibrido e nanocompésito.
Comparando-se os filmes analisados com o grupo de controle ap6s 72 horas pode-se
concluir que a medida que o conteddo de BGNP aumentou no material, a viabilidade
celular também aumentou no mesmo, sendo esta diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05) nos filmes com 5% e 10% BGNP. Os resultados obtidos

mostraram que as células plaqueadas em Qui-5% BGNP aumentaram 18,0 + 7,5% da
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viabilidade celular e as células plaqueadas em Qui-10%BGNP mostraram um
aumento de 30 + 2% em comparag¢do ao grupo de controle. As células plaqueadas
em Qui-10%VB mostraram 10 + 1% de aumento na viabilidade das células. Estudos
na literatura identificaram viabilidade celular superior em relagdo ao grupo controle
quando da utilizagao de vidros bioativos com 60% de silica que pode ser atribuido a
capacidade dos produtos de dissolucdo destes materiais em estimular a proliferacdo
osteoblastica (Valério et al., 2005). As células plaqueadas em Qui-1% BGNP, Qui-3%
BGNP apds 72 horas mostraram uma viabilidade celular similar aquela do grupo
controle e significativamente superior em relagdo a viabilidade de filmes de
quitosana pura (Qui-0%VB). Ndo ocorreram diferencas significativas na viabilidade
celular em relacao ao grupo de controle das células plaqueadas sobre Qui-20%VB.
Foi observada uma diminuicao da viabilidade celular em comparacdao com o grupo

de controle nas células plaqueadas em Qui-0%VB e Qui-30%VB.

p <0.05
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Figura 5.50: Viabilidade celular dos hibridos Qui- VB e dos nanocompésitos Qui- BGNP.
* diferenca estatisticamente significante (p<0,05). Analise estatistica realizada por ANOVA/

Bonferroni/GraphPad Prism.
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Os ensaios bioldgicos de resazurina conduzidos nas amostras mostraram que apés
72 horas os resultados foram mais favoraveis para amostras contendo
nanoparticulas de vidro bioativo, embora também os resultados obtidos dos
hibridos com VB (sol) mostraram uma resposta significativa das células, ja que a

morte celular nao foi acentuadamente observada.

6. CONCLUSOES

Filmes e matrizes porosas foram obtidos com sucesso, alcancando um desempenho
adequado para a possivel aplicacdo como suportes celulares no crescimento de
tecido 6sseo. Tanto as matrizes Qui-VB quanto as matrizes Qui-BGNP apresentaram
elevada porosidade, estrutura homogénea com poros bem distribuidos com
predomindncia morfolégica esférica e ou lamelar. Filmes Qui-VB e Qui-BGNP
mostraram um aspecto qualitativo bem homogéneo com boa distribuicdo de vidro
na rede polimérica. Ensaios iniciais de bioatividade dos filmes mostraram um pH
estavel com formacao de HCA e, portanto, que os materiais mostraram-se aptos ao
uso em cultura celular. Os testes de citotoxicidade realizados com células humanas
mostraram indices elevados na viabilidade celular. O vidro empregado como fase
bioativa e como agente de refor¢co cumpriu sua func¢do elevando significativamente
os valores de resisténcia e deforma¢dao maxima dos hibridos nos ensaios de tracao e
compressao, atingindo valores da ordem de 80MPa e 22% nos filmes contendo
nanoparticulas e 0,11MPa e 71% nas matrizes contendo nanoparticulas. Os dois
métodos de sintese na incorporacdo do vidro na quitosana, quando comparados,
demonstram que o melhor desempenho mecanico do vidro bioativo foi na forma de

nanoparticulas em relagdo ao vidro bioativo obtido pelo tradicional método Sol-gel.
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