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RESUMO

A engenharia de tecidos se utiliza de uma série de estratégias para reparar partes danificadas
do corpo. Um dos elementos de grande importancia no processo € representado pelas matrizes
gue mimetizem a estrutura extracelular e atuem como molde temporario para proliferacdo e
diferenciacdo de células. Essas matrizes devem apresentar porosidade e interconectividade de
poros que permita o crescimento celular, biocompatibilidade adequada e biodegradabilidade
com cinética de degradacdo aceitavel para promover suporte durante o periodo necessario
para o crescimento do novo tecido. Compositos microporosos contendo uma fase bioativa e
uma fase polimérica reabsorvivel sdo promissores na engenharia de tecido, onde a fase
ceramica pode ser adicionada para melhorar ou introduzir propriedades osteogénicas, além
disso as taxas de degradacdo podem ser ajustadas pela mudanca da massa molar ou densidade
de ligacbes cruzadas de polimeros. Outro critério que deve ser considerado no
desenvolvimento de biomateriais inclui a provisdo de resisténcia mecanica adequada. As
extraordinarias propriedades mecénicas dos nanotubos de carbono (NTC) fazem deles
particularmente atrativos como reforco em materiais compositos. Entretanto a utilizacéo
efetiva dos NTC em compdsitos depende da habilidade deles serem dispersos individual e
homogeneamente na matriz. Nesse trabalho foram preparados hibridos através do processo
sol-gel, onde poli(alcool vinilico) (PVA) foi dissolvido em &gua e a solucdo de vidro bioativo
(BaG) foi obtida através da mistura de adgua deionizada, TEOS, TEP e CaCl,. Em seguida
varios teores de BaG com concentracdo de 58% de SiO,, 33% de CaO e 9% (p/p) de P,0s
foram adicionado em PVA. A essa solucdo resultante foram adicionados tensoativos,
catalisador da geleificacdo e glutaraldeido, como agente de ligagcdes cruzadas. Foram
realizados teste de degradacdo através de imersdo em agua deionizada na temperatura de
37°C, por periodos de até 21 dias. A caracterizagdo dos materiais obtidos foi conduzida por
MEV, perda de massa, analise quimica das solucBes de degradacdo e ensaio de viabilidade
celular. Alem disso foram produzidos hibridos macroporosos PVA-BaG reforcados com NTC
de paredes multiplas funcionalizados com grupos COOH. Os resultados indicam reducéo
gradual na perda de massa com o aumento da fracdo de reticulante utilizado e viabilidade
celular obtida para periodos maiores de imersdo no meio ensaiado. A boa dispersdo dos NTC
funcionalizados e a sua ligacdo com a matriz polimero/cerdmica melhorou a resisténcia

mecanica dos hibridos.



ABSTRACT

Tissue engineering combines the principles of engineering and biology to repair damaged
tissue. One of the challenges in the tissue engineering is associated with the development of
suitable scaffold materials that can act as templates for cell adhesion, growth and
proliferation. The scaffolds may present adequate pore size and interconnectivity to promote
cell in-growth, good biocompatibility and kinetic of degradation where is possible to control
scaffold degradation to match the ratio of replacement by new tissue. Microporous composite
of biodegradable polymers with inorganic bioactive glasses are of particular interest in tissue
engineering, where the ceramic phase can improve or fulfill the osteogenic features, moreover
the ratio of degradation is able to be tailored by polymer molecular weight or crosslink
density. Other criteria which must be considered in the design of biomaterials include the
provision of adequate mechanical strength. The extraordinary mechanical properties of carbon
nanotubes (CNT) make them particularly attractive as reinforcements in composite materials.
However the effective utilization of CNT in composite applications depends strongly on their
ability to be dispersed individually and homogeneously within a matrix. In this work were
produced hybrids by the sol-gel process. To prepare the hybrids, PVA was dissolved in water
and the BaG solution was obtained by mixing deionized water, TEOS, TEP and CacCl; in
order. Both solutions were prepared with amounts of BaG with 58wt.% of SiO,, 33wt.% of
CaO and 9wt.% of P,Os in solution of PVA, respectively. Then, surfactant, catalyst for
gelation and glutaraldehyde, as crosslinker agent were added to the previously prepared
solution. Samples were submitted for degradation study by soaking into deionized water at 37
°C for periods of time up to 21 days. In order to investigate the structure, PVA-derived
hybrids were characterized by SEM, weight loss and cell biocompatibility assay. In addition,
were produced macroporous hybrids PVA-BaG reinforced with COOH functionalized multi
wall CNT’s. The results indicated gradual decrease in the weight loss with the increase in the
ratio of glutaraldehyde agent used and cell viability obtained for large soaking time at the
tested medium. The good dispersion of the functionalized CNT’s and bonding to the

polymeric/ceramic matrix strongly improved the mechanical strength of the hybrids.
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1. INTRODUCAO

Engenharia de tecidos ¢ desenvolvida para reparar partes danificadas do corpo e restaurar sua
funcdo através do uso de tecidos crescidos em laboratorio. Para regeneragdo dos tecidos, a
engenharia de tecidos utiliza trés ferramentas fundamentais: células, moléculas sinalizadoras e
matrizes porosas. Dentre as caracteristicas importantes para as matrizes porosas podemos destacar a
biocompatibilidade com os tecidos do hospedeiro, propriedades mecanicas adequadas, porosidade e
morfologia compativeis para o transporte de células, gases, metabolitos, nutrientes e moléculas

entre a matriz € o ambiente local (KIM et al., 2008).

Matrizes porosas obtidas a base de ceramicas bioativas tém sido estudadas largamente como
estrutura para crescimento de tecido dsseo. As ceramicas bioativas apresentam propriedades
osteocondutoras, que permitem a colonizagdo de células 6sseas e promovem a formag¢ao de uma
interface continua entre osso-ceramica. Entretanto, os vidros bioativos tém baixa resisténcia
mecanica a compressdo, especialmente na forma porosa, se comparados com o0sso cortical ou
medular (VALLET-REGI & GONZALEZ-CALBET, 2004; JONES et al., 2005; PEREIRA et al.,
2005; PADILLA et al., 2007; GUPTA & KUMAR, 2008).

Hibridos que incluem polimeros sintéticos e biologicos, com uma fase de vidro bioativo, tém a
capacidade potencial de combinar o comportamento bioativo com propriedades mecanicas
adequadas (YAMAOKA et al., 1995; CHIELLINI et al., 2003). Materiais hibridos organico-
inorganico podem ser definidos como materiais sintéticos com componentes o0rganicos e
inorgéanicos intimamente misturados, onde pelo menos um dos dominios tem dimensdes variando de
poucos angstrons a varios nandmetros. As condi¢des de sintese promovidas pelo processo sol-gel
tais como, precursores organometalicos, baixa temperatura de processamento ¢ versatilidade do
estado coloidal permitem a mistura de componentes organicos € inorganicos na escala nanométrica

em praticamente qualquer propor¢ao de mistura (SANCHEZ et.al., 2010).

Especificamente, materiais hibridos a base de polimeros biodegradaveis, associados com vidros
bioativos, sao de particular interesse para a engenharia de tecido, porque oferecem um excelente
balango entre resisténcia mecanica e rigidez, além da melhora nas propriedades mecanicas, quando
comparados com seus componentes individuais (YAMAOKA et al., 1995; CHIELLINI et al.,2003;
KOTOKY & DOLUI, 2204; 2003; JONES et al., 2005; PAUL & SHARMA, 2006, MANSUR &



COSTA, 2008; COSTA et al., 2008a; COSTA et al., 2008b; COSTA et al., 2008c; COSTA et al.,
2008d).

Dentre os varios polimeros, o poli(alcool vinilico) (PVA), caracterizado por ser um polimero
soluvel em agua, tem sido freqiientemente explorado como material de implante em aplicagdes
biomédicas para sistemas de liberagdo de drogas, membranas utilizadas em dialise, cobertura para
feridas, pele artificial, dispositivos cardiovasculares e reparos cirirgicos, aproveitando de sua
excelente resisténcia mecanica, biocompatibilidade e baixa toxicidade (YAMAOKA et al., 1995;

PEREIRA et al., 2000; CHIELLINI et al., 2003; TANG et al., 2007).

O objetivo desse trabalho foi a obtengao de matrizes hibridas porosas tridimensionais com estrutura
a base de vidro bioativo, reforcadas com uma fase organica nanoestrutura de PVA, para suportar
solicitagdes mecanicas compativeis aquelas presentes em defeitos 6sseos medulares. Essas matrizes
receberam tratamento quimico para viabilizar sua introducdo em meio de cultura para crescimento
celular. Os materiais produzidos foram caracterizados morfologica e quimicamente durante as
varias etapas do preparo, bem como foram avaliadas as caracteristicas de viabilidade celular e

degradagdo em meios aquosos.



2. OBJETIVO
Produzir material com morfologia e composi¢do, que permitam sua utilizacdo na engenharia de

tecido 6sseo ou como material de implante, fornecendo estrutura temporaria para a colonizagdo e

crescimento celular, no processo de reparagao de ossos medulares.

2.1. Objetivos Especificos

e Fabricar matrizes porosas tridimensionais com estrutura a base de poli (dlcool

vinilico)/vidro bioativo.

e Promover a reticulagdo da estrutura do hibrido com glutaraldeido e avaliar as modificagdes

fisico-quimicas ocorridas.

e Determinar as caracteristicas microestruturais das matrizes hibridas através de analise da

distribuicao do tamanho dos poros ¢ do formato e interconectividade entre os poros.

e Avaliar a resisténcia mecanica das matrizes hibridas tridimensionais, através de ensaio de

compressao.

e Verificar por meio de ensaio in Vvitro a taxa cinética de degradacdo que as matrizes sofrem

em meio aquoso, através de ensaios de perda de massa.

e Conduzir ensaios in vitro de adesao e viabilidade celular, através de contato direto dos

hibridos, utilizando a técnica de redu¢ao do MTT em cultura de células VERO.

e Avaliar a influéncia da utilizacdo de nanotubos de carbono como agente de reforco

mecanico nas matrizes porosas tridimensionais.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Tecido Osseo

O osso e a cartilagem s3o os dois tecidos que formam o esqueleto nos vertebrados. Esses dois
tecidos contém tipos especificos de células dispersas na matriz extracelular. Osteoblastos ou células
produtoras de osso e osteoclastos ou células que reabsorvem o0sso, presentes nas matrizes 0sseas
(Fig.3.1) e os condrocitos na cartilagem. Os osteoblastos sdo derivados de células mesenquimais e
se localizam na superficie do osso. Elas sdo responsaveis pela sintese das proteinas da matriz, que
subsequentemente se torna mineralizada, o processo chamado de formacdo de novo osso. Os
osteoclastos sdo células de origem hematopoiética que sdo responsaveis pela reabsor¢do da matriz
extracelular (EMC), processo chamado de reabsor¢ao 6ssea (MACDONALD & GOWEN, 1993;
SIMS & GOOI, 2008).

0 Osso
C(S)?:])pacto Esponjoso Osteoblasto Osteoblasto
: | Osteoclasto Novo

L ] c 7 R rd
| - . = .
1\ P2t e
Trabécula Reabsorcdo Nova Formacao
da Matriz Ossea
Ossea

Figura 3.1 — Esquema da remodelacgdo de ossos esponjosos (MARIEB et al., 2008).

As primeiras formas do esqueleto sdo condensacdes mesenquimais primitivas que sdo formadas
quando células mesenquimais indiferenciadas migram para areas destinadas a se tornarem 0sso. Em
ratos, as condensagdes mesenquimais comecam a se formar com 9,5 dias de gestagdo. Essas
condensagdes mesenquimais podem eventualmente se tornarem osso através de dois processos

distintos. Durante a ossificacdo intramembranosa, células das condensagdes mesenquimais se
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diferenciam diretamente em osteoblastos, sem nenhum estagio intermediario. Os ossos formados
através desse processo incluem os ossos frontal, parietal, parte dos ossos temporal e occiptal, a

maioria dos ossos faciais e as claviculas.

Todos os outros ossos sdo formados através de ossificagdo endocondral, que ¢ um processo
composto de dois estdgios. Apds 11,5 dias de gestagdao, no desenvolvimento embriondrio de ratos,
células da condensacdo mesenquimal se diferenciam, primeiro em condrdcitos para criar uma
matriz cartilaginosa do futuro osso. Esse processo, também chamado condrogénese, dard origem
essencialmente a um esqueleto consistindo de elementos cartilaginosos. No centro de cada matriz
cartilaginosa, células param de se dividir e se tornam condrocitos hipertroficos, ou seja, uma
subpopulacdo de condrocitos margeadas por uma ECM calcificada. A invasdo vascular dessa ECM

trard osteoblastos progenitores que iram formar o centro de ossificagdo (MACKIE et al, 2008).

A composicao do osso apresenta colageno, minerais e dgua arranjados em uma distribuicao espacial
especifica (BURG et al., 2000). O osso compacto contém na média, em peso, cerca de 30% de
matriz organica e 70% de sais. A matriz organica do osso ¢ constituida por 90 a 95% de fibras
colagenas, e o restante correspondente a um meio gelatinoso homogéneo chamado de substancia
fundamental, composta por liquido extracelular mais proteoglicanos, especialmente condroitino
sulfato e acido hialurénico. Os sais cristalinos depositados na matriz organica do 0sso sao

compostos principalmente por célcio e fosfato (GUYTON, 1997).

3.2. Analise e Dimensionamento do Mercado de Materiais para Substituicio Ossea

Com o aumento da expectativa de vida, as pessoas passaram a ter sua estrutura fisica
sobrecarregada. Embora muitos dos fatores responsaveis pelo envelhecimento ndo sdo entendidos,
as consequéncias sdo muito claras. Os dentes se tornam doloridos e as vezes precisam ser
removidos. As articulagdes passam a apresentar artrose, 0os 0ssos se tornam frageis e quebram. A
capacidade da visdo e da audicdo diminuem e podem ser perdidas. O sistema circulatério mostra
sinais de aterosclerose e o coragdo perde o controle do seu ritmo de batimento vital ou suas valvulas
se tornam danificadas. Tumores aparecem em 0ssos, mamas, pele e o6rgaos vitais. Além disso, ha
ainda a possibilidade de mutilagdo, esmagamento, quebra e desfiguragdo do corpo humano com
veiculos motorizados, armas e ferramentas potentes ou mesmo como resultado da pratica de

esportes. Como conseqiiéncia dessas causas, naturais ou nao, de deteriora¢do do corpo humano, ¢
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que entre dois e trés milhdes de dispositivos artificiais e proteses sdo implantadas em individuos nos

Estados Unidos a cada ano.

Dados recentes colocam os gastos com saude nos Estados Unidos acima de 2,5 trilhdo de dolares
(HCUP, 2010). Danos e doengas relacionadas ao sistema esquelético representam uma parcela
significante desse custo. De acordo com dados de 2004 o custo com saude e utilizacdo de planos
nos Estados Unidos foi de aproximadamente um milhdo e duzentos mil acessos para os trés
procedimentos mais prevalentes (reconstru¢do de joelho, de quadril e fraturas vertebrais), com um
custo efetivo de mais de 17 bilhdes de dolares (HCUP, 2007). O custo para fraturas de cranio e
faciais contribuiram com 1,3 bilhdo de dolares adicionais. De todas fraturas aproximadamente 10%

sdo complicacdes com cicatrizagdo defeituosa (LOGEART-AVRAMOGLOU et al., 2005)

Na area da ortopedia, traumatismo de juntas Osseas consiste em um dos maiores problemas,
abrangendo mais de 500.000 procedimentos de reparo realizados anualmente nos Estados Unidos, a
um custo de centenas de milhdes de dolares (HOOTMAN & HELMICK, 2006). Além disso,
estima-se que o mercado para produtos e servigos envolvendo terapias celulares e/ou engenharia de
tecidos foi de cerca de US$ 24,6 bilhdes em 2005 e que possa chegar a US$ 68,9 bilhdes em 2010.
(NATIONAL INSTITUTES OF HEATH, 2001).

As estatisticas no Brasil mostram que em 2004, os gastos do Sistema Unico de Satde (SUS) com
ortopedia totalizaram cerca de 60 milhdes de reais, sendo que somente o procedimento de
artroplastia total de quadril gerou um gasto de quase R$ 30 milhdes na compra de proteses. Somado
a 1sso, houve ainda cerca de 1500 cirurgias de revisao, somente em 2004, responsaveis por um gasto

adicional de quase R$ 7 milhdes em proteses (SOARES, 2005).

Dentre as areas que podem ser beneficiadas com a engenharia de tecidos, podemos citar a de
transplante de tecidos e 6rgdos. Os recursos publicos empregados no Brasil para a realizagdo de
transplantes sdo muito expressivos e crescentes. A titulo de exemplificacdo, pode-se tomar por base
o valor gasto com as cirurgias de transplantes em 2004, que chegou a aproximadamente 155
milhdes de reais. Se forem considerados, além dos gastos com transplantes, procedimentos
associados e medicamentos, esse valor aumenta para 400 milhdes de reais (VILACA, 2006),

indicando a importancia dessa area no setor da satde.



3.3. Engenharia de Tecido Osseo

Nas ultimas duas décadas procedimentos aplicando engenharia de tecidos e medicina regenerativa
tém sido alvo estratégico no desenvolvimento de protocolos que possam suprir o potencial
regenerativo do proprio corpo suficientemente para restaurar por longos periodos, tanto a

integridade estrutural como a funcionalidade de tecidos 6sseos danificados.

A engenharia de tecidos combina os principios da selecdo de biomateriais e manipulag¢do de células
para desenvolver tecidos substitutos e/ou promover a regeneragao endogena. A forma inicial foi
concebida para suprir a necessidade gerada pelo enorme crescimento do numero de pacientes na
lista de espera para transplante de 6rgdos e o numero limitado de doadores de 6rgdos disponiveis

para cada procedimento (LAVIK & LANGER, 2004; NEREM, 2000).

Células isoladas + expansao

- o e o e /Q
Células obtidas de

__ biopsia Semeadura de Células

5Ok
o

Matriz

Células in vitro

Figura 3.2 — Representagdo esquematica da engenharia de tecidos.

O conceito basico da engenharia de tecido inclui uma matriz capaz de promover determinada
arquitetura na qual células semeadas possam se organizar e desenvolver o 6rgdo ou tecido desejado

antes da sua implantagdo, conforme esquema da figura 3.2. A matriz deve promove um perfil
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biomecanico inicial para reposicao tissular até que as células produzam uma matriz extracelular
adequada. Durante a formacao, deposicdo e organiza¢ao da nova matriz gerada, a matriz inicial ¢
degradada ou metabolizada, levando eventualmente a um oOrgdo ou tecido vital que restaura,

mantém ou melhora as fungdes teciduais (ULRICH & VACANTI, 2001).

A engenharia de tecidos In vitro consiste no desenvolvimento de estruturas na forma de tecidos,

onde células crescem e se organizam em matrizes tridimensionais.

De outra forma, engenharia de tecidos in Vivo tem por objetivo recriar um ambiente biologico
favoravel para a regeneragcdo de tecidos, promovido por aqueles elementos biologicos que sdo
fornecidos pelo corpo. Os elementos basicos de um tecido, ou seja matriz extracelular, células e
moléculas sinalizadoras, devem ser guiados através da engenharia de tecidos para reparar defeitos.
Nesse contexto, numerosas estratégias da engenharia de tecidos s3o baseadas no uso de matrizes
que mimetizam a matriz extracelular e atuam como molde temporario para proliferacao e
diferenciagdo de células. As matrizes devem promover ndo somente suporte mecanico para as
células, mas também oferecer um microambiente de moléculas sinalizadoras capazes de conduzir as

células para regeneracao de um tecido funcional.

3.3.1. Matrizes na Engenharia de Tecidos

A matriz ideal para a engenharia de tecidos deve promover (i) uma arquitetura com forma bem
definida e resisténcia mecanica satisfatoria, (ii) porosidade altamente interconectada com estrutura
de poros abertos para permitir semeadura de um elevado nimero de células bem como o transporte
eficiente de nutriente e metabolitos necessarios para a sobrevivéncia das células, (iii) conducao para
uma resposta bioldgica capaz de promover interagdes dindmicas com os tecidos vizinhos, (iv)
biocompatibilidade adequada, tanto em termos de resposta tecidual como resposta sist€émica e
biodegradabilidade, com cinética de degradacdo aceitavel para promover suporte durante o periodo

necessario para o total crescimento do novo tecido.



De uma forma geral a matriz ideal para crescimento celular na engenharia de tecidos deve também
favorecer a adesdo, crescimento e diferenciacao celular, revascularizacao, integracao e remodelacao
gradual da matriz por novo tecido. Ela deve ser esterilizavel sem perda das suas propriedades e nao

desencadear efeito deletério ao tecido do hospedeiro (BURG et al, 2000).

Tais caracteristicas se refletem em uma matriz que deve promover um ambiente para o
desenvolvimento dos tecidos. Dentre as questdes referentes as caracteristicas das matrizes, os
materiais utilizados devem apresentar-se como ndo mutagénicos, ndo antigénicos, nao
carcinogénicos, nao toxicos, ndo teratogénicos e possuirem alta biocompatibilidade com
células/tecidos (WILLIAMS, 2008). Além disso, importancia deve ser dada as propriedades macro
e microestruturais. Tais propriedades afetam ndo somente a sobrevivéncia, sinalizac¢do, crescimento,
propagacdo e reorganizagdo das células, mas também desempenham func¢des importantes,
influenciando a modelagem da forma da célula e a expressdo gé€nica para o crescimento celular e

preservacao do fenotipo nativo (CHUNG & PARK, 2007).

Essas caracteristicas macro e microestruturais essenciais das matrizes para o rapido crescimento
celular referem-se a uma macroestrutura temporaria tridimensional que mimetize as fungdes
fisiologicas naturais (Fig. 3.3), porosidade e interconectividade de poros que permita o crescimento
celular e apresente espaco suficiente para neovascularizacdo, tamanho de poro suficiente para
penetracdo e colonizacdo das células na matriz, area superficial e quimica de superficie que
permitam acomodar um grande niamero de células para restaurar a fun¢ao e finalmente propriedades
mecanicas suficientes para manter o espago requerido para o crescimento celular durante os estagios

inicias de regeneracao (LEONG et. al., 2003).

Além disso, aplicacdes promissoras na engenharia de tecidos dependem de materiais que sejam
reabsorvidos ou degradem nos fluidos corporais, de modo que os dispositivos ao final tenham
desaparecido sem causar efeitos deletérios (GRIFFITH, 2000; ORLOFF et. al., 1997). Esse
processo de degradacao deve ocorrer de forma que os materiais sejam eliminados ou metabolizados
sob condigdes fisiologicas, através de mecanismos controlados, em produtos facilmente excretados

através de caminhos metabolicos do corpo (VERT, 2007; AZEVEDO & REIS, 2009).



Figura 3.3 — (a) Fotografia 6tica de matriz tridimensional e (b) imagem de MEV obtido através de

elétrons retroespalhados de hibrido 70% PVA/ 30% BaG (MANSUR & COSTA, 2008).

O termo degradével pode ser atribuido a materiais que degradam durante sua aplicagdo, apresentado
como mecanismos principais a degradacao quimica via hidrolise ou hidrélise catalisada por enzimas

(GOPFERICH, 1996).

O processo de degradacdo envolve a erosdo do polimero, onde a 4gua entra na estrutura volumétrica
do material e promove seu inchamento. A intrusdao de dgua dispara a degradagdo quimica do
polimero, levando a formagdo de oligdmeros e monomeros. A degradacdo progressiva altera a
microestrutura do material, resultando na formagdo de poros, na medida em que oligdmeros e
monomeros sdo liberados. Esse processo ¢ capaz de alterar o pH do microambiente e levar a perda

de massa do dispositivo. (GOPFERICH, 1996; SACKETT & NARASIMHAN, 2011).

O tempo de eliminagdo do material in vivo é determinado pela natureza das ligagdes quimicas dos
polimeros, da solubilidade dos produtos de degradacdao, do tamanho, forma e densidade dos
dispositivos, do peso molecular do polimero e do local da implantacio (ORLOFF et. al., 1997,

SINGH & SHARMA, 2008). Polimeros reabsorviveis gradualmente se dissolvem em meios
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apropriados e sao eliminados pelos rins ou através de outros mecanismos de excrecdo (GRIFFITH,

2000).

3.3.2. Adesdo de Osteoblastos em Materiais Sintéticos

Adesao celular esta envolvida em varios fendmenos naturais como a embriogénense, manutengao
da estrutura tissular, cicatrizacdo de feridas, resposta imunoldgica, metastase, bem como na
integracdo tecidual com o biomaterial. Para a adesdo celular e particularmente a adesdo de
osteoblastos no material é essencial otimizar a interface osso/biomaterial nos materiais hibridos

(MEYER et al., 2004).

Na determinagdo das proteinas envolvidas no processo de adesdo de células Osseas, sdo utilizados
experimentos com cultura de células dsseas realizados em placas cobertas com proteinas da matriz
extracelular. A partir disso os resultados indicam que osteoblastos humanos aderem
preferencialmente a fibronectina se comparado com coladgenos do tipo I e do tipo IV, e vitronectina,

mas fracamente a laminina e colageno do tipo V. Ao contrario, eles ndo aderem ao colageno do tipo

III.

Depois de aderidas as células buscam se projetar para colonizacao das superficies. Os eventos para
a migracdo celular requerem uma interagdo dindmica entre as células e o substrato, com
participagdo do citoesqueleto. Primeiramente, as células desenvolvem uma protrusdo da sua borda
para formar um prolongamento citoplasmatico. Em seguida apos a formagdo e fixacdo do
prolongamento citoplasmatico, a célula usa interagcdes adesivas para gerar tragdo com necessidade
de gasto de energia para o movimento celular. O Ultimo passo do ciclo migratorio € a liberagdo das
adesdes formadas na retaguarda da célula, seguido pelo descolamento e retragdo. Portanto vérias
etapas importantes referentes as interacdes das células com a estrutura do material desempenham
papel fundamental para o sucesso do processo de reparo através da engenharia de tecidos

(ANSELME, 2000).
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3.3.3. Materiais Sintéticos

Ceramicas e metais sdo as maiores categorias de substitutos para osso, disponiveis para reparar
defeitos esqueléticos, cada um com seus problemas associados. Metais promovem suporte mecanico
imediato, mas por vezes falham na integracdo com os tecidos adjacentes (SALGADO et al., 2004).
Metais tém também alto risco para infec¢des e esfor¢os de fadiga. Ceramicas, mimetizam a
composi¢do inorganica do osso, tendem a integrar bem, mas possuem baixa resisténcia a tragdo e
sdo muito frageis (TEMENOFF & MIKOS, 2000). Numerosos outros materiais sintéticos tém sido
desenvolvidos para ajudar na reconstrugao 6ssea, incluindo o uso de substitutos a base de polimeros

e vidros bioativos.

A formulacdo de compositos polimero/ceramica pode compensar a fragilidade e melhorar a
biodegradabilidade e liberagdo de drogas das ceramicas, entretanto a resisténcia a compressao € a
atividade bioldgica do polimero adicionado sdo freqiientemente inferiores. Biopolimeros como
quitosana, gelatina e colageno sdo freqlientemente introduzidos em formulagdes de cementos de
fosfato de calcio para melhorar a coesdo In vivo. Particulas ceramicas podem também ser
adicionadas a carreadores poliméricos para melhorar ou introduzir propriedades osteogénicas. Além
disso, as taxas de degradacdo podem ser ajustadas pela mudanga da massa molecular ou densidade

de ligagdes cruzadas de polimeros (HABRAKEN et al., 2007; YUNOS et al., 2008).

3.3.3.1. Vidro Bioativo

Tecidos naturais exibem a capacidade de se reparar e sdo gradualmente restabelecidos durante toda
a vida através de uma continua renovacdo das populacdes celulares. Quando algum material ¢é
utilizado como implante o organismo apresenta uma resposta, sendo que nenhum material
implantado nos tecidos vivos ¢ inerte, todos exibem uma resposta por parte dos tecidos vivos. Um
material bioativo ¢ um material que exibe uma resposta biologica especifica na interface do

material, que resulta na formacao de uma ligacao entre os tecidos e o material (HENCH, 1991).
A sequéncia de eventos relacionados com a reatividade in vitro ¢ in vivo de vidros bioativos, e que é

responsavel pela capacidade desses materiais se ligarem com o osso envolve a liberagdo de cations

do vidro com a conseqiiente elevacdo do pH do microambiente, seguida pela formagdo de camada
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rica em silica e precipitacdo de camada rica em Ca-P, que futuramente se cristaliza como

hidroxiapatita (HAC) (CERRUTIA et. al., 2005; ZEITLER & CORMACK, 2006).

A camada ativa da fase HAC que se forma na superficie de implantes bioativos ¢ quimica e
estruturalmente equivalente a fase mineral no osso e ¢ essa equivaléncia a responsavel pela ligacao

interfacial entre o matérial e os tecidos (HENCH, 1991).

Na obten¢do dos vidros bioativos uma técnica utilizada € o processo sol-gel (Fig. 3.4). A evolugao
da sintese através do processo sol-gel requer uma combinacdo de precursores de alcoxidos
metalicos [M(OR),] e dgua, onde M ¢é o elemento inorganico formador de rede e R ¢ tipicamente
um grupo alquila. As propriedades dos compositos de hibridos organico-inorganicos sao resultado
da rica interacdo entre os componentes e sdo fortemente influenciadas pela escala de tamanho das
fases constituintes (tamanho e forma) e também pelas interacdes interfaciais. Os parametros de
reacdo que influenciam a quimica do processo sol-gel sdo o pH da solu¢do, a razdo entre os moles
de silicio e agua, os catalisadores, os solventes e a temperatura da reacdo (BANDYOPADHYAY et
al., 2006).

Hidrolise e
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Solucéo dos Sol Coloidal Gel

Precursores

Figura 3.4 — Esquema mostrando o principio do processo sol-gel (GUPTA & KUMAR, 2008).

A ligagdo com o osso foi primeiro demonstrada para certa faixa composicional dos vidros bioativos
que continham SiO,, Na,0, CaO e P,0Os em propor¢des especificas: (1) menos que 60% em mol de
Si0y; (2) altos teores de CaO e de Na,O e (3) alta razdo entre CaO/P,0s. Essas caracteristicas

composicionais tornam a superficie reativa quando expostas em meio aquoso (PEITL et al., 2001).
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Além das composicdes de silicio, fosforo e célcio alguns elementos podem incorporar
caracteristicas favoraveis para os vidros bioativos. O zinco foi introduzido em vidros e vidros
cerdmicos obtidos via processo sol-gel, sendo que a adicdo de zinco influenciou na deposi¢cdo de
hidroxiapatita e na proliferacdo de osteoblastos. O ZnO nos vidros cerdmicos mostrou um efeito
estimulador na proliferacdo de osteoblastos, sendo que os ions zinco foram o fator chave para esse
efeito estimulatorio (DU et al., 2006). Vidros ceramicos contendo microcristais de fluorapatita
também possuem biocompatibilidade e bioatividade. Esses biomateriais podem ser facilmente
processados em dispositivos protéticos com diferentes formas para aplicagdo clinica (CHEN et al.,

1998).

3.3.3.2. Poli(alcool vinilico) (PVA)

Uma grande variedade de materiais naturais e sintéticos, ou uma combinacao de ambos tém sido
investigadas no desenvolvimento de matrizes para utilizagdo na engenharia de tecido (LIU et al.,
1999; HUTMACHER, 2000; HERATH et al., 2005; DRURY & MOONEY, 2003). Dentre os
varios materiais, polimeros sintéticos degradaveis tém atraido atengdo, onde o poli(alcool vinilico)
(PVA) se destaca por suas caracteristicas favordveis para aplicagdes médicas como elevada
hidrofilia, formagao de filmes e processabilidade (KANEO et al., 2005; KARAGEORGIOU &
KAPLAN, 2005; PEREIRA, 2005; MANSUR & COSTA, 2008; COSTA et. al., 2008a; COSTA et.
al., 2008b; COSTA et. al., 2008c; COSTA et. al., 2008d).

Poli(alcool vinilico) (PVA) ¢ a resina sintética, solivel em agua, produzida em maior volume no
mundo. Foi obtido pela primeira vez em 1924, por Herrman e Haehnel, pela hidrolise do poli
acetato de vinila, que ¢ a forma de obtencdo comercial utilizada até hoje (Fig. 3.5) (ARANHA &
LUCAS, 2001). O PVA tem uma cadeia de carbono vinilico e um grupo lateral hidroxila, que se
liga facilmente as particulas de 6xido (SAY et. al., 2002).

O PVA comercial ¢ frequentemente um copolimero de poli (4lcool vinilico) e poli acetato de vinila,
do qual o 4lcool esta na forma hidrolisada. Geralmente o grau de hidrélise esta na faixa de 87-89%
e 0 PVA ¢ entdo chamado parcialmente hidrolisado. A outra forma, totalmente hidrolisada, tem um

grau de hidrdlise de 98-99%.
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Figura 3.5 — Formula quimica do poli (alcool vinilico-co-acetato de vinila).

Tanto as propriedades fisicas do PVA quanto as quimicas dependem largamente do grau de
hidrélise e do peso molecular (MANSUR et al., 2008). A solubilidade em 4gua aumenta com o
nimero de grupos acetato (FINCH, 1973), como resultado do carater fraco das ligacdes de
hidrogénio intermoleculares e intramoleculares. A temperatura de transi¢do vitrea e a resisténcia a
tragdo sdo diminuidas com a diminuicdo do grau de hidrdlise. Outras propriedades influenciadas
pelo grau de hidrolise e também importantes para o processamento sdo a viscosidade e a tensdo

superficial.

A viscosidade e a tensao superficial sao diminuidas em PVA’s parcialmente hidrolisados. Dentre os
plastificantes comuns para o PVA temos glicerol, polietileno glicol e poli propileno glicol. A agua ¢
também um plastificante do PVA, sendo importante ter controle total do conteudo de dgua das

misturas (KRISTOFFERSSON et al., 1998).

O mecanismo de dissolugcdo de polimeros semicristalinos, dentre eles o PVA, ocorre de forma que
na presenca de solventes termodinamicamente compativeis, os cristais do polimero desdobram
camada por camada e se juntam a regido amorfa adjacente. Esse processo ¢ seguido pela distensdo
da cadeia na regido amorfa, que leva a dissolucdao do polimero (MALLAPRAGADA & PEPPAS,
1996).

O PVA, como outros polimeros ndo anidnicos soliveis em agua, ¢ caracterizado pela baixa
toxicidade (KARAGEORGIOU & KAPLAN, 2005). Ele também apresenta propriedades elasticas
favoraveis e disponibilidade de sitios para adesdao de moléculas bioativas (THAMARAISELVI &
RAJESWARI, 2004; ANDRADE et al., 2008; MANSUR & COSTA, 2008; COSTA et al., 2008d).
Dentre as varias aplicagdes, o PVA tem sido proposto como biomaterial promissor para ser

empregado como cartilagem (HENCH, 1991; JONES et al., 2005), cérneas oculares (MANSUR et
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al., 2004), cicatrizagdo de feridas (BANDYOPADHYAY et al., 2006) e na engenharia de tecido
(THAMARAISELVI & RAJESWARI, 2004).

3.4. Caracterizacao Fisico-Quimica de Materiais

A realizacdo da caracteriza¢do de materiais se fundamenta na necessidade de identificar padroes de
comparagdo que possam ser estabelecidos para os materiais e que permitam identificar as estruturas
encontradas nos diversos niveis de organizacdo e relaciond-las com fatores que possam ser
importantes na selecdo para proporcionar um melhor desempenho. Intimeras sdo as técnicas
utilizadas na caracterizacdo dos materiais, dentre as quais podemos citar: a andlise quimica por
espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho; analise microestrutural por microscopia
Otica e eletronica de varredura, complementada através de andlise quimica puntual utilizando

detector de energia dispersiva, além da analise cristalina realizada por difragao de raios X (DRX).

A espectroscopia de absor¢do no infravermelho (IV) representa uma técnica importante na
determinagdo dos grupos funcionais de um dado material A regido espectral do infravermelho
compreende radiagio com numero de onda no intervalo de aproximadamente 12800 a 10cm™ ou
comprimento de onda de 0,78 a 1000um. Sendo assim, a radiagdo IV tem baixa energia e ¢
absorvida somente por moléculas com ligagdes covalentes em que as vibracdes e as rotacdes podem
mudar o momento dipolo. Cada grupo absorve em freqiiéncia caracteristica de radiagdo na regidao do
IV. Assim, um grafico de intensidade de radiacdo versus freqiiéncia, o espectrograma de IV,
permite caracterizar os grupos funcionais de um padrao ou de um material desconhecido (SKOOG
et al, 2002). Desta forma a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) ¢
util para detectar componentes que contém atomos de hidrogénio ligados a heteroatomos (C-H de
ligacdes alifaticas e aromaticas, ligacdes N-H de proteinas e ligacdes O-H presentes em dalcool e

agua) (PONS et al, 2004).

Considerando a composi¢ao dos hibridos a serem estudos, cuja formulagao contém vidro bioativo e
o PVA com sua estrutura organica e presenga de grupos alcool, o FTIR ¢é uma ferramenta com

indicagdo para analisar caracteristicas relacionadas a esses hibridos.

Dentre as varias técnicas de caracterizacado de materiais, a técnica de DRX ¢ a mais indicada na

determinacgdo das fases cristalinas presentes em uma amostra. Isto ¢ possivel porque na maior parte
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dos solidos (cristais), os atomos se ordenam em planos cristalinos separados entre si por distancias
da mesma ordem de grandeza dos comprimentos de onda dos raios X. Ao incidir um feixe de raios
X em um cristal, 0 mesmo interage com os atomos presentes, originando o fendmeno de difragao

(PICCOLI et al., 2006).

A difrag¢do de raio X ¢ um método de grande importancia na elucidagdao de estruturas de produtos
naturais com estrutura complexa, tais como os esteroides, as vitaminas e os antibioticos. Ela fornece
também um meio conveniente e pratico para a identificagdo qualitativa de compostos cristalinos.
Além disso, o0 método de difragdo de raios X usando amostras policristalinas ¢ capaz de fornecer
informacdes qualitativas e quantitativas sobre os compostos presentes em uma amostra solida
(SKOOG et al, 2002). Dentre outras aplicagdes tem-se a determinacdo e acompanhamento de

diagramas de fases e o efeito da deformacdo nas redes cristalinas (AFONSO, 2003).

3.5. Ensaio in vitro e in vivo de Materiais de Implante

Estudos in vitro em solugdes sintéticas sdo correntemente praticados como o primeiro estagio para
estimar o comportamento superficial in vivo de materiais de implante. Provavelmente, a solugdo
mais popular de estudo in vitro na bioatividade de materiais ¢ a simulated body fluid — SBF (fluido
de simulacdo corporal). Essa solucdo aquosa tem o valor de pH igual a 7,4 e contém em sua
composi¢do as concentragdes conforme a tabela 3.1, sendo a concentracdo de ions inorganicos
aproximadamente igual ao plasma humano. MARQUES et al. (2004) relatam que essa solucdo
constitui um método rapido, facil e conveniente para avaliagdo de novos materiais de implantes

bioativos.

Tabela 3.1 — Concentracdo idnica do plasma sanguineo e do SBF (mmol/l)

Na' K Mg™ | Ca* Cr HCO; | HPO,” | SO/~
Plasma Sanguineo | 142,0 | 3,6-5,5 | 1,0 |2,1-2,6 | 950-107,0 | 27,0 | 0,65—-145| 1,0
SBF 142,0 5,0 1,5 2,5 148.8 42 1,0 0,5

Fonte: KOKUBO et al., 1990.

Outro estudo usado é o ensaio de biocompatibilidade in vitro, que tem como objetivo simular
reagOes biologicas para materiais que sdo usados sobre ou dentro dos tecidos do corpo. Esses

métodos oferecem formas mais baratas de inspe¢do de novos materiais desenvolvidos, reduzindo a
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probabilidade de condi¢des inesperadas quando ensaios usando animais ou ensaios clinicos sdo
realizados. Sem estudos laboratoriais, os ensaios in vivo usando animais poderdo consumir muito

tempo e dinheiro (HANKS, 1996).

Ha inumeros problemas envolvidos com o desenvolvimento de modelos in vitro de
biocompatibilidade. Os maiores problemas sdo discernir reagdes bioldgicas significativas in vivo
para o qual os ensaios de simulagdo possam ser delineados e desenvolver ensaios in vitro que sejam

relativamente simples de realizar e que produzam resultados consistentes (HANKS, 1996).

Um exemplo de ensaio de biocompatibilidade consiste em avaliagdes, nas quais materiais em estado
natural ou polimerizados sdo colocados diretamente em cultura de células ou sobre uma membrana
colocada sobre cultura de células, que reajam aos efeitos dos produtos ou componentes capazes de
escapar através das barreiras. Muitos produtos que s2o inicialmente considerados citotoxicos podem
ser modificados ou entdo o seu uso pode ser controlado pelo fabricante para evitar a citotoxicidade.
Nestes ensaios podem ser usadas células de mamiferos ou de ndo-mamiferos, bactérias, levedos ou
fungos, para determinar se ha mutacdo gé€nica. Esses ensaios avaliam também mudangas na
estrutura cromossomial ou mudangas genéticas que sdo causadas pelo material ensaiado,

dispositivos ou extratos dos materiais (ANUSAVICE, 1998).

A biocompatibilidade de um material in vivo pode ser avaliada através da analise da populagido
celular presente, pela medicdo de mediadores e metabolitos excretados pelas células ou analisando
as caracteristicas morfologicas dos tecidos ao redor do implante (HUNT; WILLIAMS, 1995;
HARADA et al., 1996).

Como ensaio in vivo, pode-se lancar mao da utilizacdo de implantes. O uso da técnica de
implantagdo in vivo também leva em consideragdo as caracteristicas fisicas do produto, como
forma, densidade, dureza e acabamento superficial, que podem influenciar na caracterizagao da
reacdo do tecido. A espécie animal ¢ selecionada de acordo com o tamanho da amostra do ensaio de
implante e conforme a duragdo prevista do ensaio em relagdo ao periodo de vida do animal. Para
ensaios de curta duragdo (de mais ou menos 12 semanas) em tecido subcutaneo ou musculo, siao
comumente usados camundongos, ratos, hamster, porquinho-da-india e coelho. Para testes de longa
duragdo (12 semanas ou mais) em musculo ou osso, sdo usados coelhos, cachorros, carneiros,

cabras e primatas com expectativa de vida relativamente longa (ANUSAVICE, 1998).
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Além desses ensaios, sdo usados ensaios em humanos. Nessa fase, ensaios pré-clinicos
empregadando um produto podem ser aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) apds
passar com sucesso pelos ensaios primarios e secundérios, considerando-se entdo que o produto ndo
¢ prejudicial aos seres humanos. Em relagdo aos medicamentos, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e a FDA exigem que ensaios de eficacia e de uso sejam completamente verificados e

conduzidos (ANUSAVICE, 1998).

Defeitos 0sseos de tamanho critico sdo defeitos que falham na cicatrizacdo quando nenhum tipo de
intervengdo ¢ realizada. Alguns ensaios buscam reproduzir os defeitos criticos, procurando
compreender os eventos relacionados e as alternativas que podem resolver essa injuria. Os tipos
comuns de defeitos incluem defeitos de calvéria e defeitos segmentais de ossos longos ou
mandibulares (SALGADO et al., 2004). O modelo da calvéria € particularmente util na avaliacao de
dispositivos para defeitos craniofaciais, dada a manipulacdo relativamente facil das placas da
calvaria e ao suporte promovido pelo osso intacto adjacente, minimizando a necessidade da fixagao.
Ele ¢ também um modelo relativamente sem carga mecanica, minimizando a influéncia de forgas
exdgenas, na investigacdo de elementos celulares especificos. Defeitos segmentais de ossos longos
podem ser criados no radio e em situagdes onde o carregamento dos dispositivos ¢ desejavel,
também podem ser usados os defeitos de fémur. Todos esses modelos permitem exame radiografico
serial através do uso de modalidades como a tomografia computadorizada. Entretanto a histologia

permanece a ferramenta padrao ouro na avaliacao da eficacia dos dispositivos biomédicos.

3.6. Nanotubos de Carbono

A descoberta de nanotubos de carbono (NTC) ocorreu em 1991, por Sumio Iijima, ao avaliar a
fuligem resultante da obten¢do do fulereno (IIJIMA, 1991). O nome nanotubos de carbono ¢
derivado do seu tamanho que ¢ de apenas alguns nandmetros de largura, ou seja, 10.000 vezes mais
fino que um cabelo humano Nos nanotubos os 4&tomos de carbono sdo arranjados de maneira tubular
e representam um tipo de fibra de carbono que compreende cilindros coaxiais formados por
unidades de carbono sp” ligadas covalentemente numa rede hexagonal (MELISSA et aL, 2007);

(HONGIJIE, 2002)

Ha dois tipos principais de nanotubos de carbono classificados de acordo com o numero de

camadas. Os nanotubos de parede simples (SWNT) consistem de uma camada simples de grafite
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enrolada sem costura com um didmetro tipico em torno de 1,4nm (MELISSA et al, 2007).
Nanotubos de parede multipla (MWNT) consistem de um arranjo de tais cilindros formados
concentricamente e separados por 0,35nm, de maneira similar a separacdo do plano basal no grafite.
MWNT’s podem ter didmetros de 2 a 100 nm e comprimento de dezenas de micrometros

(JONATHAN et al., 2006). A figura 3.6 ilustra a estrutura dos SWNT e MWNT:

o
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Figura 3.6 — Estruturas dos SWNT (A) e MWNT (B) (FERREIRA & RANGEL, 2009 )
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As trés principais técnicas para a producao de NC sdo (THOSTENSON et. al., 2001)

a) descarga por arco elétrico;

b) ablacdo por laser (THESS et. al., 1996 );

¢) deposi¢do quimica de vapor (CVD) .

Os processos de descarga por arco elétrico e ablagao por laser promovem a deposi¢ao de atomos de
carbono sublimados gerados pela evaporagdo de fonte de grafite solido. O mecanismo basico do
processo CVD ¢ a dissociacdo de moléculas de hidrocarbonetos cataliticamente fazendo com que os

nanotubos sejam depositados em um substrato e cres¢am a partir desse substrato em poucos

milisegundos (SEN et. al., 2001).

Dentre as propriedades apresentadas pelos NTC se destacam a elevada flexibilidade, baixa
densidade e elevada razdo de aspecto (tipicamente >1000). Alguns dados experimentais publicados
indicam moédulo de elasticidade e resisténcia a tracdo extremamente elevados (ZDENKO et. al.,
2010). Um nanotubo de carbono tem um modulo de Young de 1,2 TPa e resisténcia a tragao
aproximadamente 100 vezes maior que o aco e pode apresentar elevada deformacao antes da falha
mecanica (YAKOBSON et. al., 1997). Nanotubos de carbono de parede simples podem ser
metalicos ou semicondutores e podem transportar elétrons por grandes comprimentos o que fazem

deles agente de reforgo ideal em varias aplicagdes de engenharia.

O enorme interesse da comunidade cientifica na utilizagdo de NTC’s esta relacionado a capacidade
potencial desses materiais servirem como reforco em compositos. Entretanto alguns fatores podem
interferir na sua performance como: (1) dificuldade de dispersdao do NTC’s em matriz polimérica,
devido ao fato desses tenderem a se aglomerarem, (2) somente pequenas quantidades de NTC’s
foram utilizadas até o momento, entre 0,1 ¢ 5 % em peso, e (3) baixa adesdo, ou seja, ligacao

insuficiente na interface nanotubos/matriz (AMAL et. al., 2007).

Os NTC’s usualmente aglomeram devido as for¢as de Van der Waals, portanto, como foi dito, um
dos desafios no desenvolvimento de compositos polimero/NTC’s ¢ introduzir NTC’s na matriz
polimérica de maneira a obter dispersdao com interagao interfacial capaz de transferir carga através

da interface NTC/polimero.

A funcionalizagdo quimica de NTC ¢ uma forma efetiva de prevenir a agregagdo ¢ ajuda a dispersar
e estabilizar os NTC com a matriz polimérica. Dentre as varias técnicas de dispersdao podemos

destacar a chamada funcionaliza¢do covalente que consiste em romper a simetria translacional dos
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NTC’s pela mudanga de 4tomos de carbono sp” para atomos de carbono sp’ (PARK et. al., 2006). A
funcionalizagdo covalente pode ser acompanhada por modificacdes na superficie. Geralmente
grupos funcionais como COOH ou OH sdo criados nos NTC’s durante oxidagdo por oxigénio, ar,
acido sulftrico concentrado, acido nitrico ou misturas acidas (LIU et. al., 1998; ZHANG et. al.,

2004).

Na medida em que os NTC passaram a apresentar solubilidade tanto em solventes organicos, como
em solugdes aquosas, suas aplicagdes no campo da biologia ganharam mais atengdo e passaram a
ser estudados em matrizes para aplicacdes em nanobiotecnologia (ZHANG et. al., 2010; KLUMPP
et. al., 2006; ABARRATEGI et. al., 2008). Destaque pode ser dado para materiais preparados com
peptideos conjugados a parede externa dos NTC (KUM et. al., 2007) e sistemas de liberagao de
drogas (ZHANG et. al., 2009), além da caracteristica ja conhecida, onde a adigdo de NTC se mostra

uma forma efetiva de modificar as propriedades mecanicas em hidrogéis (TONG et. al., 2007).

A recente expansdo nos métodos para modificagdo quimica e funcionalizagdo de nanotubos de
carbono tem possibilitado a solubilizagdo e dispersdo desses nanotubos em agua e facilitado a
manipulagdo e processamento em ambientes fisiologicos (PETROV et. al., 2010; SONG et. al.,
2007). De igual importancia tem sido também a demonstracao que espécies bioldgicas e bioativas
como proteinas, carboidratos e 4dcidos nucléicos podem ser conjugados com nanotubos de carbono

(MENDES et. al., 2010).

A presencga de grupos acido carboxilico na superficie de nanotubos de carbono apos o processo de
funcionalizacdo ¢ conveniente, pois uma variedade de reacdes podem ser conduzidas com esse

grupo (NANDA et. al., 2010).

EDC (hidrocloreto de 1-etil-(3-3-dimetilaminopropil) carbodiimida) ¢ um agente de ligacao cruzada
chamada de “zero-lenght” usado para acoplar grupos carboxil a aminas primarias. Tipicamente,
EDC ¢ uma carbodiimida altamente soltivel em dgua empregada na faixa de pH entre 4,0 - 6,0 para
ativar grupos carboxilicos para o seu acoplamento com aminas primarias (PANA et. al., 2009;

YADAV et al., 2010).

A carbodiimida liga-se ao —COOH formando um intermedidrio O-acilisouréia muito reativo
(eletrofilico) que pode sofrer ataque de uma espécie nucleofilica contendo grupo amina, formando

assim o conjugado.
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A EDC, apesar de muito eficiente na ativacdo de carboxilas de proteinas, apresenta grande
labilidade na presenca de meios acidos (LEI et al., 2002); WROBEL et al., 2002) e de atomos de
oxigénio por longos periodos, como os encontrados na 4gua (HERMANSON, 1996). Esses ultimos
podem agir como nucledfilo e levar a hidrdlise do EDC antes da ativagdo da proteina

(HERMANSON, 1996).

Para aumentar a eficiéncia do acoplamento e diminuir os incovenientes da hidrélise a EDC ¢é usada
frequentemente em combina¢do com N-hidroxisuccinimida (NHS) ou sulfo-NHS. Esses compostos
tornam o intermedidrio O-acilisouréia mais estdvel e podem elevar a eficiéncia da reacdo de
condensacdo (SEHGAL & VIJAY, 1994; GRABAREK & GERGELY, 1990). As reagdes

envolvidas na conjugagdo de nanotubos funcionalizados com proteinas sdo mostradas na figura 3.7.
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Figura 3.7 — Esquema do acoplamento de um 4acido a amina usando EDC como agente de
acoplamente. O éster intermediario N-hidroxisuccinimida (NHS) deve ser formado para aumentar a

eficiéncia da reacdo (NGUYEN et. al., 2010).

EDC pode também ser usado para ativar grupos fosfato e encontra extensa aplicacao no preparo de
imunogonjugados, sintese de solucdes e peptideos na fase solida, ligacdo cruzada de proteinas em

acidos nucléicos, alem de outras (PANA et. al., 2009).
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A figura 4.1 apresenta um fluxograma das etapas realizadas na execuc¢do do projeto de acordo com

os topicos enumeradas a seguir:

1- Analise da Razao PVA/BaG na Obtencao de Hibridos Tridimensionais
2- Influéncia do Grau de Hidrolise do PV A nos Hibridos Obtidos

3- Reticulagdo Quimica da Estrutura dos Hibridos Buscando Modulagdo da Degradagao

4- Tratamento de Estabilizagdo e Bloqueio para Ensaios in vitro

5- Ensaios Fisico/Quimicos ap6és Imersao em Agua DI

1 - Razao

PVA/BaG

2 - Grau de Hidroélise

do PVA

Hibridos Tridimensionais
PVA-BaG

A 4

A4

Hibridos Tridimensionais
PVA-BaG Reticulados

4 - Tratamento para
Estabilizacdo

3 — Efeito da Taxa de
Reticulacdo

Hibridos PVA/BaG
Reforgados com
NTC-COOH

A 4

A 4

| 5- Degradacao em Meio
v Aquoso

Hibridos Tridimensionais
PVA-BaG-Ga Biocompativeis

Figura 4.1 — Fluxograma do projeto desenvolvido.

\4

Caracterizacéo
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4.1. Sintese de Hibridos PVA/vidro bioativo (PVA-BaG)

A figura 4.2 ilustra o procedimento experimental de sintese e descreve todos os passos realizados no

preparo dos hibridos PVA-BaG.

Solucéo de TEOS
hidrolisada em pH 2

Adicdo de TEP —————]

Solugédo de PVA

Adicao de CaCl , >
>
Adicéo de >
Surfactante
Adicéo de HF >
\ 4

Agitacao vigorosa

'

Envelhecimento pelo
periodo de 3 dias a 37°C

l

Secagem pelo periodo
de 7 dias

Figura 4.2 — Etapas para o preparo de hibridos de PVA-BaG.
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4.1.1. Preparo da Solucdo de PVA (Sol. PVA)

Foram utilizados dois PVA's de diferentes graus de hidrolise (GH) no preparo das solu¢des, um da
marca Celanese Chemicals, Celvol 103, com grau de hidrdlise 98,0-98,8% e massa molar entre
13.000-23.000 g/mol (PVA99) e outro da marca Sigma —Aldrich, com grau de hidrélise 80% e
massa molar entre 9.000-10.000g/mol (PVAS8O0). As solugdes aquosas de PVA foram preparadas nas
fragdes de 28 e 35% (p/v) conforme mostra a tabela 4.1. O preparo seguiu o procedimento descrito

a seguir:

Tabela 4.1 — Concentragdes das solugdes de PVA

A Concentra¢ao de PVA
Matéria Prima (% p/v)
PVARO 28
PVA99 35

- Colocar agua deionizada em béquer e resfriar em geladeira. Pesar o PVA de acordo com as fragdes

a serem utilizadas como mostrado na tabela 4.1.

- Adicionar lentamente o PVA no béquer com agua deionizada na temperatura de 10 °C, sob
agitacdo magnética branda por 5 minutos para homogenizacdo. Com agitagdo branda aquecer a
solugdo até a temperatura na faixa de 90 + 5 °C e manter pelo periodo de 30 minutos para promover

a dissolu¢do do PVA na solugdo.

- Depois de passados 30 minutos desligar o aquecimento, aguardar o resfriamento até a temperatura
ambiente. Ajustar o pH da suspensdo para 2,0 + 0,1, usando solugcdo de HCI 2N e completar a
suspensdo com agua até alcangar o peso inicial da suspensdo, para compensar o volume de adgua

perdido por evaporacgao durante o aquecimento.

4.1.2. Preparo da Solugéo Inicial para Obtencéo de Vidro Bioativo (BaG)

A solugdo inicial para obten¢do de BaG via rota sol-gel, apresentando composi¢ao de 58% p/p de
S10,, 33% p/p de CaO e 9% p/p de P,Os foi sintetizada através da mistura de TEOS, dgua DI, TEP
e cloreto de célcio na presenca da solugdo de acido cloridrico 2N. O HCI foi utilizado porque o

alcoxido de silicio apresenta reacdo de hidrdlise lenta, tornando-se necessaria a presenca de um
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catalisador para tornar mais rapida e completa a hidrélise do alcoxido. Foi adotada a razdo molar

H,O/TEOS de 12 : 1 e o protocolo contemplou as etapas descritas a seguir:

- Adicionar a 4gua em béquer iniciando agitagdo branda, ajustar o pH com solucdo de HCI 2N para
ovalor2,0+£0,1.

- Adicionar o TEOS (tetraetilortosilicato, 98% Aldrich Chemical Company Inc.), na solucdo e
manter agitagdo por mais 45 minutos.

- Adicionar o TEP (trietilfosfato, Sigma Aldrich) e agitar por 30 minutos.

- Adicionar o cloreto de calcio, Sigma-Aldrich, na solugdo e manter agitagao por 1 hora.

4.1.3. Preparo de Espumas Hibridas de PVA-BaG

Os materiais sintetizados foram preparados na composicao de 60, 70 e 80% (p/p) de polimero para
40, 30 e 20% (p/p) de vidro bioativo, respectivamente. Os hibridos foram obtidos utilizando as
razdes molares apresentadas na tabela 4.2 e seguindo o procedimento esquematizado na figura 4.2,

descrito a seguir:

- Uma quantidade apropriada da solucdo inicial para obtencdo de vidro bioativo (sol. BaG) foi

adicionada a solucdo de PVA (sol. PVA), sob agita¢cdo e mantida por 5 minutos para homogeneizar.

Tabela 4.2 — Concentra¢des dos Reagentes dos Hibridos PVA-BaG

Proporgdo de Fases Grau de Razdo Molar
%(p/p) Hidroélise
PVA /Inorganica (%) PVA TEOS TEP CaCl, H,O HF
60/40 PVASO 3,5316  1,0000 0,1317 0,6094 34,1989 0,215373
PVA99 2,9999  1,0000 0,1317 0,6094 28,0325 0,215373
70/30 PVAS0 5,4937 1,0000 0,1317 0,6094 46,5316 0,215373
PVA99 4,6664 1,0000 0,1317 0,6094 36,9395 0,215373
80/20 PVAS0 9,4177 1,0000 0,1317 0,6094 71,1970 0,215373

PVA99 7,9996  1,0000 0,1317 0,6094 54,7534 0,215373

- A partir disso a mistura obtida recebeu a adicdo do surfactante sulfato laureato de s6dio e em
seguida a adi¢cdo do acido fluoridrico (Cromato Produtos Quimicos Ltda) introduzido através de
solu¢do diluida na concentragdo de 10% v/v, momento no qual iniciou a contagem do tempo gasto
para atingir a geleificacdo da suspensdo. O HF foi utilizado como catalisador da reacdo de

condensagdo, pois ele promove a protonagdo de grupos silanol de maneira a tornar o silicio mais
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electréfilo e, por conseguinte, mais susceptivel aos ataques nucle6filos (BRINKER & SCHERER,
1990).

- Uma amostra da suspensao foi colhida em recipiente pléstico, aproximadamente 90 segundos apos
a adi¢do do 4cido fluoridico para realizar o controle da geleificacdo e do tempo gasto na

geleificacdo.

- Por meio de observacdo da solugdo amostrada foi aguardado o momento de alteracdo brusca da
resisténcia ao fluxo. Nesse instante se iniciou a agitacdo vigorosa da suspensdo, com o objetivo
introduzir bolhas no material. Em seguida foi vertida a espuma em recipiente plastico, mantendo-o
aberto em estufa por 5 minutos na temperatura de 37 °C. Passado esse periodo o recipiente foi

tampado, vedado com fita de teflon ¢ mantido na temperatura de 37 °C por 3 dias.

- Finalmente o recipiente foi aberto e mantido mais 7 dias em estufa a 37 °C, para secagem.

4.2. Sintese de Hibridos PVA/vidro bioativo/glutaraldeido (PVA-BaG-GA)

4.2.1. Preparo da Solucdo de PVA (Sol. PVA)

Foi utilizado o PVA com grau de hidrdlise 80% e massa molar entre 9.000-10.000g/mol (PVASO0).
A solugdo aquosa de PVA foi preparada na fragao de 28% (p/v). O preparo seguiu o procedimento

descrito a seguir:

- Adicionar agua deionizada em béquer, resfriar a 4gua até a temperatura de 10 °C e pesar 28% (p/v)

de PVA.

- Adicionar lentamente 0 PVA no béquer com agua deionizada na temperatura de 10 °C, sob
agitacdo magnética branda por 5 minutos para homogeneizar. Com agitacdo branda aquecer a

solugdo até a temperatura na faixa de 90 + 5 °C e manter pelo periodo de 30 minutos.

- Passados 30 minutos retirar o aquecimento e aguardar o resfriamento até a temperatura ambiente.

Ajustar o pH da suspensdo para 2,0 + 0,1 usando solu¢cdo de HCI 2N e completar a suspensdo com
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agua até alcancar o peso inicial da suspensdo, para compensar o volume de dgua perdido por

evaporacao durante o aquecimento.

4.2.2. Preparo da Solucao Inicial para Obtencéo de Vidro Bioativo (BaG)

A solugdo de BaG utilizada no preparo de hibridos PVA-BaG-GA foi obtida seguindo o

procedimento conforme descrito no item 4.1.2.

4.2.3. Preparo de Espumas Hibridas de PVA-BaG-GA

Os materiais sintetizados foram preparados na composi¢do de 70% (p/p) de polimero para 30%
(p/p) de vidro bioativo, respectivamente. Os hibridos foram obtidos utilizando as razdes molares

apresentadas na tabela 4.3 e seguindo o procedimento descrito a seguir:

- A solugdo inicial de vidro bioativo (sol. BaG) foi adicionada a solugdo de PVA (sol. PVA), sob

agitacdo e mantida por 5 minutos para homogeneizar.

- A partir disso a mistura obtida recebeu a adicdo do surfactante sulfato laureato de s6dio e em
seguida a adi¢cdo do acido fluoridrico (Cromato Produtos Quimicos Ltda) introduzido através de
solu¢do diluida na concentragdo de 10% v/v, momento no qual iniciou a contagem do tempo gasto

para atingir a geleificacao da suspensao.

- Passados 90 segundos da adi¢do do HF foi adicionado o glutaraldeido (25% em solugdo aquosa)

na mistura, de acordo com a tabela 4.3

Tabela 4.3 — Concentrac¢des dos Reagentes dos Hibridos PVA-BaG-GA

Proporcdo de Fases  Grau de Razdo Molar
%(p/ Hidrolise -
PVA / l(rll)olr)gﬁnica %)  PVA TEOS TEP CaCl, H,0 HF Gl“(tiﬁff‘do ‘i)((}rﬁr]’)
70 /30 PVA80 5,4937 1,0000 0,1317 0,6094 46,5316 0,215373 0,000000 0,0
0,012086 0,5
0,024172 1,0
0,120860 5,0
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- Uma amostra da suspensao foi colhida em recipiente pléstico, aproximadamente 20 segundos apos

a adicao do glutaraldeido, para realizar o controle da geleificacao e do tempo gasto na geleificacao.

- Por meio de observagdo da modificacao da resisténcia ao fluxo das solugdes, foi avaliado o estagio
da reagdo sol-gel, para realizar agitacdo vigorosa na suspensdo com o objetivo introduzir bolhas no
material. A espuma obtida foi vertida em recipiente plastico, que foi mantido aberto em estufa por 5
minutos na temperatura de 37 °C, quando o recipiente foi tampado, vedado com fita de teflon e

mantido na temperatura de 37°C por 3 dias.

- Apds esse periodo o recipiente foi aberto e mantido mais 7 dias em estufa a 37 °C.

4.2.4. Tratamento de Estabilizacédo dos Hibridos Obtidos PVA-BaG-GA

HIBRIDOS Imersdo em Solugio

PVA-BaG-GA > de NH,OH »| Enxaguar com H,O DI
Secagem a temperatura

ambiente

HIBRIDO C l
‘ GZ Secagem a . avagem com
BIOCOMPATIVEL DE temperatura ambiente | sol. PBS
PVA-BaG-GA

Figura 4.3 — Etapas de estabilizagdo e bloqueio dos hibridos PVA-BaG-GA para ensaios in Vitro.

Os hibridos reticulados com glutaraldeido na concentracdo de 5% por peso de PVA foram
submetidos a processo de estabilizagdo, conforme esquema mostrado na figura 4.3. Esse
procedimento foi introduzido para reduzir a acidez dos hibridos, buscando alcancar uma faixa de
pH compativel com o meio celular. Para tal, amostras (n=3) foram cortadas em sec¢des circulares e

imersas em solu¢des de NH4OH cujas concentracdes variaram de 0,075 a 0,75M. Durante o

30



processo de estabilizagdo foi realizada agitacdo da solucdo estabilizadora e as amostras foram

submetidas a esse condicionamento por periodos de tempo de 60, 150 e 600 minutos.

Decorrido o periodo de tempo previsto para o tratamento de estabilizacdo, as amostras foram
lavadas trés vezes com agua deionizada, para remocao do excesso de solugao de NH4OH, e secas na
temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram lavadas com solugdo tampao fosfato salino

(PBS).

Foi utilizado um volume de 20 ml de solugdo PBS por grama de massa do hibrido. As amostras
foram mantidas sob agitacdo por 5 minutos para em seguidas permanecerem em repouso por 3
horas. Finalmente as amostras foram secas a temperatura ambiente e encaminhadas para serem

submetidas ao processo de esterilizagdo com vapor de 6xido de etileno.

4.3. Caracterizacdo dos hibridos sintetizados

Os hibridos a base de PVA e vidro bioativo tiveram sua morfologia caracterizada por microscopia
eletronica de varredura (MEV). A estrutura cristalina foi avaliada por difragdao de raios X (DRX) e
sua composi¢do quimica avaliada por espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) e
espectroscopia de energia dispersiva de elétrons (EDS). Além disso, foi medida a resisténcia

mecanica através de ensaio de compressao.

4.3.1. Microscopia eletronica de varredura

Para avaliacdo da morfologia dos poros e da distribui¢do de tamanho dos macroporos dos hibridos,
antes e apoOs imersao em agua deionizada, foram realizados ensaios através de microscopia
eletronica de varredura (MEV) por meio do equipamento JSM 6360LV (JEOL/NORAN) acoplado
ao espectrometro de energia dispersiva de elétrons (EDS), utilizado para analise da composi¢ao
quimica da superficie das amostras. Para a realizacdo do MEV, as amostras foram recobertas com

ouro para tornar suas superficies condutoras para o feixe de elétrons.

As medidas do tamanho de poro das amostras dos hibridos PVA-BaG foram obtidas pelo tratamento

das imagens de MEV, utilizando o programa Quantikov (PINTO, 1996).
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4.3.2. Analise 3D da estrutura dos hibridos PVA-BaG-GA por microtomografia
computadorizada (UCT)

Foi realizada varredura em amostras do hibrido PVA-BaG reticulados com glutaraldeido na
concentragdo de 5% por peso de PVA, através de uma unidade comercial de microtomodgrafo de
raios X (uCT) (Sistemas e Servicos GMbH — Phoenix) com resolu¢do de aproximadamente 10 pum.
A andlise das imagens 3D envolveu a conversdo dos dados obtidos com o pCT a partir de imagens
em escala cinza para conversores das estruturas, quantificados através do desenvolvimento e uso de

operadores matematicos morfoldgicos apropriados.

4.3.3. Método Brunauer-Emmett-Teller (B.E.T.)

O método BET foi utilizado para calcular as areas superficiais especificas. O volume de poro ¢ a
distribuicdo do tamanho de poro foram derivados das isotermas de adsor¢do. Antes das medigdes,
os hibridos PVA-BaG foram secos a 40 °C por 48 horas sob fluxo de N, para degaseificacdo
apropriada (Micromeritics). E importante apontar que somente a faixa de macroporos foi avaliada

por este método envolvendo isotermas de adsor¢ao-desorgao.

4.3.4. Caracterizacao por espectroscopia FTIR

Na obtengao dos espectros de FTIR foi adotada a técnica de reflexdo transmitida atenuada (ATR).
Os ensaios foram realizados no equipamento FT-IR Spectrometer Spectrum 1000, Perkin Elmer,

repetindo 32 vezes na faixa de niimero de onda compreendida entre 600-4000cm™, com resolugdo

-1 . 1
de 4cm™ e em intervalos de 2cm™ .

4.3.5. Difragdo de Raio X (DRX)
Os estudos de DRX foram conduzidos usando radiagdo CuKa (A=1,54056 A), operando com 40kV,

20mA e 20 variando de 3,03 a 89,91° com passo igual a 0,06°. Os picos identificados na varredura

foram identificados utilizando-se os arquivos do “Joint Committee on Powder Diffraction
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Standards” (JCPDS). No preparo das amostras os hibridos foram cortados com Imm de espessura e

prensados de modo a obter uma lamina em torno de 100 pum.

4.3.6. Ensaio de Compresséo

Os ensaios de compressao foram realizados em corpos de prova cubicos, com dimensdes de 10 X
10 X 10mm. Os ensaios foram conduzidos sem uso de lubrificantes a uma velocidade de
0,5mm/min, na Méquina Universal de Ensaios, modelo DL-3000, marca EMIC, com capacidade
maxima de carga de 30kN e adaptada com a célula de carga, modelo SV, com capacidade de carga

de 2kN e utilizacao recomendada na faixa de 40 a 1800N.

4.3.7. Teste de citotoxicidade dos hibridos PVA-BaG

4.3.7.1. Preparo de Amostras para Ensaios de Citotoxicidade

Amostras das matrizes porosas dos hibridos PVA-BaG-GA foram cortadas na forma cilindrica com
Smm de didmetro por 2mm de espessura para os estudos com células, sendo as amostras submetidas
ao processo de esterilizacdo pela exposicdo a vapor saturado de 6xido de etileno. Os ensaios de
viabilidade celular foram conduzidos em 4 replicatas para cada material. As amostras foram
colocadas em placas de 96 pocgos, imersas em 250 ul/poco de meio minimo essencial Eagle (MEM)

e mantidas em incubadora a 37°C com 5% de CO, por 24 horas.

4.3.7.2. Cultura de Células VERO nos Materiais

Células VERO (ATCC-CCL-81 - cultura de células epiteliais extraidas de rim de macacos verdes
africanos) foram semeadas na concentracio de 5x10° células/ml em 96 pogos de placas de
poliestireno e também em pogos de uma microplaca, usados como referéncia (controle). A solugcao
MEM suplementada com 2mM de L-glutamina e 10% de soro fetal bovino (FBS) foi entio

adicionada nos pogos. Esse sistema foi incubado a 37°C com 5% de CO; por 24 horas.
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4.3.7.3. Viabilidade e Atividade Celular Realizada com Células VERO por Ensaio de MTT

Apbs 24 horas de cultivo, os sobrenadantes dos pocos foram retirados e repostos com 100ul de
MEM (meio minimo essencial Eagle) fresco suplementado com L-glutamina e 10% de SFB. Em
seguida foram adicionados 30ul/pogo da solugcdo de MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difenil-tetrazolium) Sigma Aldrich na concentragao de Smg/ml. A placa foi entdo re-incubada em
estufa a 37°C com 5% de CO; por 4 horas, ao abrigo da luz. Apds 2 horas de incubagdo, foram
feitos registros fotograficos usando o Microscopio Olympus IX70 para avaliagdo da formagao dos
cristais intracitoplasmaticos de cor purpura caracteristicos do ensaio de viabilidade celular pelo

MTT.

Apbs o tempo de incubacdo com o MTT, foram adicionados 35 ul/pog¢o da solu¢do de dodecil
sulfato de sodio (SDS) com solugdo de 10%/HCl. A placa foi levemente homogeneizada e
reincubada por 14 — 16 horas em estufa a 37 °C com 5% de CO,, ao abrigo da luz. Em seguida, os
cristais intracitoplasmaticos foram solubilizados por pipetagem exaustiva (50 vezes),
cuidadosamente, sem fazer espuma. Os sobrenadantes foram transferidos para nova placa (100ul de
cada pogo) quando procedeu-se a leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 595nm
no aparelho Asys Hitech Gmbh, modelo Expert Plus Microplate Reader. A referéncia (obtida a

partir do controle sem células) foi subtraida das medidas de todas as amostras.

Como parametro de comparagdo para os ensaios de citotoxicidade foi adotado o controle negativo
utilizando o meio celular, sem adi¢do de nenhuma parcela dos hibridos e como controle positivo o

meio celular com adi¢do de Triton X-100 na concentragdo de 0,1%(v/v).

4.3.7.4. Andlise Estatistica

Os dados relativos ao ensaio de MTT serdao apresentados como valor mais provavel + desvio
padrdo. Para testar a significAncia das diferengas observadas entre os grupos de estudo, uma
avaliagdo estatistica foi realizada utilizando-se a andlise de variancia simples. Os valores de p<0,05

foram considerados estatisticamente significantes.
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4.4. Degradacao de Hibridos PVA-BaG e PVA-BaG-GA
4.4.1. Preparo de amostras dos Hibridos para Degradacao

As amostras foram preparadas na forma de discos, com didmetro de 40 mm e 2 mm de espessura,
seguindo a relacao da medida do didmetro 20 vezes o valor da espessura. A forma adotada buscou
garantir uma area uniforme. O volume de solugdo utilizado seguiu a relagdo (Area da secdo circular

da amostra/Volume de solugdo) de 0,1cm™. O niimero de replicatas para cada ensaio foi igual a trés.

4.4.2. Protocolo de Degradacdo em agua DI

Os ensaios de degradacdo foram conduzidos em amostras PVA-BaG reticuladas com glutaraldeido
em fragcdes que variaram até 5% p/p, com e sem tratamento estabilizador a base de NH4OH. As
amostras ap6s cortadas foram pesadas, sendo realizadas seis medidas e adotando o valor das médias

como a massa com umida de equilibrio.

ApoOs esse procedimento as amostras foram mantidas por 24 horas em dessecador com silica gel,
sob vacuo, a temperatura de 25+5 °C e pesadas. O valor medido apos a estabilidade do peso das

amostras foi definido como massa seca antes da imersao.

Em seguida as amostras foram imersas em agua deionizada na temperatura de 25+2 °C e mantidas
pelos periodos de 2, 7, 14 e 21 dias. Decorrido o tempo de imersdo as amostras foram novamente
secas em dessecador com silica gel, sob vacuo a temperatura de 25+5 °C. A partir disso foram feitas
medidas das massas, sendo esse procedimento repetido até que fosse atingida a condi¢do de massa
constante, valor definido como sendo a massa seca ap6s a imersao.

A perda de massa, AM, foi calculada usando a Eq. (1)

_ Mg —Myg N
AM _M—xmm (1)

Si

onde Msg; € a massa seca antes da imersao na solucao de degradacao e Mgr ¢ a massa seca apos o
periodo de imersdao no meio de degradacdo. As varias composi¢oes dos hibridos porosos obtidos,

que foram submetidas ao ensaio de degradagdo, nos varios periodos de imersao, resultaram em uma
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séric de amostras cujas denominagdes e suas respectivas caracteristicas composicionais sao

apresentadas detalhadamente conforme mostrado na tabela 4.4.

Tabela 4.4 — Identificagdo, propor¢des, tratamento de estabilizagdo e periodo de imersdo utilizados

nos ensaios de degradagao, para os Hibridos PVA-BaG-GA com razao molar dos reagentes

TEOS:TEP:CaCl,:HF / 1,00:0,13:0,61:0,2.

Identificacéo Razdo GA/PVA  Tratamento  Tempo de imersao
das Amostras % (p/p) com NH,OH em H,O DI (dias)

HB - 0G- 0D 0.0 ] 0
HB - 0G- 2D 0,0 ] 2
HB - 0G- 7D 0.0 ] 7
HB - 0G-14D 0,0 - 14
HB - 0G-21D 0.0 ] 21
HB-0,5G- 0D 0.5 ] 0
HB-0,5G- 2D 0.5 ] )
HB-0,5G- 7D 0.5 _ 7
HB-0,5G-14D 0.5 i 14
HB-0,5G-21D 0.5 ] 21
HB - 1G- 0D 1.0 ) 0
HB - 1G- 2D 1.0 ] 2
HB- 1G- 7D 1.0 ] 7
HB - 1G-14D 1,0 - 14
HB - 1G-21D 1.0 ] 21
HB - 5G- 0D 5.0 ; 0
HB - 5G- 2D 5.0 _ 2
HB - 5G- 7D 5.0 ] 7
HB - 5G-14D 5.0 i 14
HB - 5G-21D 5.0 ] 21
HB - 5G- 0D-E 5.0 Sim 0
HB - 5G- 2D-E 5.0 Sim 2
HB - 5G- 7D-E 5.0 Sim 7
HB - 5G-14D-E 5.0 Sim 14
HB - 5G-21D-E 5.0 Sim 21
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Para a identificagdo das amostras foi seguido o padraio HB — G — D — E, onde HB destaca que os
ensaios foram realizados em hibridos PVA-BaG, G descreve a concentracao de reticulante utilizada
em porcentagem de glutaraldeido por peso de PVA, D indica o periodo em dias o qual a amostra
ficou imersa no meio de degradacdo e E refere-se as amostras que receberam tratamento de

estabilizacao dos sitios acidos com solu¢do de hidréxido de amodnio 0,3M.

4.4.3. Degradacao térmica dos hibridos PVA-BaG-GA

Amostras dos hibridos foram cortadas e pesadas. Apods esse procedimento as amostras foram
mantidas em estufa na temperatura de 110 °C por 24 horas. Passado esse periodo foram pesadas
novamente as massas de cada amostra, para averiguar a hidratacdo das mesmas e definir os valores
da massa seca inicial. Em seguida as amostras foram levadas ao forno Quimis, aquecidas com taxa
de 10 °C.min™" até a temperatura de 450 °C e mantidas nessa temperatura por 1 hora, quando foram
retiradas e mantidas em dessecador, sob vacuo até seu resfriamento a temperatura de 25°C. Feito
isso foram realizadas medidas das massas finais correspondentes a fracdo de material inorganico

presente.

4.4.4. Caracterizacdo dos hibridos PVA-BaG-GA ap06s ensaio de degradacao

Os hibridos de PVA-BaG-GA apo6s realizacdo dos ensaios de degradagdo em agua deionizada
tiveram sua morfologia caracterizada por microscopia eletronica de varredura. A composi¢cdo
quimica foi avaliada por espectroscopia na regido do infravermelho e espectroscopia de energia
dispersiva de elétrons. Além disso, foi verificada a resisténcia mecanica através de ensaio de

compressao.
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4.5. Hibridos PVA-BaG Reforcados com Nanotubos de Carbono Quimicamente Modificados

Foram preparados hibridos PVA-BaG com nanotubos de carbono (NTC’s) utilizando nanotubos
purificados de paredes multiplas, com didmetro externo entre 10 e 30 nm e comprimento entre 1 e
2um, da marca SES Research. Inicialmente os NTC’s foram submetidos a tratamento para
funcionalizagdo da superficie. Para tal, 1g de nanotubos de carbono foi imerso em 50 ml de solucao

HNO; 14 mol.L™ 4 120 °C por 15h sob refluxo (SILVA, 2007).

Decorrido o periodo da reagdo em meio acido a solugdo foi filtrada a vacuo utilizando filtro
AP4004700 (Millipore), com abertura de 0,7 um ¢ membrana em microfibra de vidro, sem resina.
Em seguida os nanotubos foram lavados com agua DI até o filtrado atingir o pH no valor de 5,5+0,1

e secos em estufa por 48 horas a 60+5°C.

As solucdes aquosas de PVA foram preparadas na fragdao de 28 (p/v). O preparo seguiu o

procedimento descrito a seguir:

- Adicionar dgua deionizada em béquer, pesar a fragdo de nanotubos de carbono funcionalizados na
proporc¢ao de 0,25% (p/p) em relacdo ao PVA e manter a mistura em banho ultrassonico por 30

minutos.

- Pesar o PVA de acordo com as fragdes a serem utilizadas, adicionar lentamente no béquer com a
solugdo aquosa de nanotubos de carbono na temperatura de 10 °C, sob agitagdo magnética branda
por 5 minutos para homogeneizar. Com agitacdo branda aquecer a solugdo até a temperatura na

faixa de 90 + 5 °C e manter pelo periodo de 1 hora.

- Depois de passado o periodo de dissolugdo do PVA, desligar o aquecimento e aguardar o
resfriamento até a temperatura ambiente. Ajustar o pH da suspensao para 2,0+0,1, usando solugao
de HCI 2N e completar a suspensdo com agua DI até alcangar o peso inicial da suspensdo, para

compensar o volume de 4gua perdido por evaporacdo durante o aquecimento.
As espumas sintetizados com nanotubos de carbono foram preparadas na composi¢ao de 70% (p/p)

de polimero para 30% (p/p) de vidro bioativo. Os hibridos foram obtidos utilizando o procedimento

descrito a seguir:
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- Uma quantidade apropriada da solugdo inicial para obtencdo de vidro bioativo (sol. BaG) foi
adicionada a solucdo de PVA com nanotubos (sol. PVA-NTC), sob agitacdo e mantida por 5

minutos para homogeneizar.

- A partir disso a mistura obtida recebeu a adicdo do surfactante sulfato laureato de sodio e em
seguida a adi¢do do acido fluoridrico (Cromato Produtos Quimicos Ltda) introduzido através de
solucdo diluida na concentragdo de 10% v/v, momento no qual iniciou a contagem do tempo gasto

para atingir a geleificagdo da suspensao.

- Uma amostra da suspensao foi colhida em recipiente plastico, aproximadamente 90 segundos apds

a adi¢do do acido fluoridico, para realizar controle da geleificagcdo e do tempo gasto na geleificagao.

- Por meio de observagdo avaliar o estagio da reagdo, para realizar agitagdo vigorosa na suspensao,
com o objetivo introduzir bolhas no material. Verter a espuma obtida em recipiente plastico,
mantendo-o aberto em estufa por 5 minutos na temperatura de 37 °C, quando o recipiente deve ser
tampado, vedado com fita de teflon e mantido na temperatura de 37°C por 3 dias. Apos esse periodo

o recipiente foi aberto e mantido mais 7 dias em estufa a 37 °C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese dos Hibridos PVA-BaG

5.1.1. Comportamento na sintese em funcdo da Razdo PVA/BaG e Grau de Hidrolise do PVA

A figura 5.1 mostra o grafico do tempo de geleificagdo de solugdes de PVA/BaG em fungdo da

concentracdo de PVA utilizada.

28 - 28
24 - | 24
2 8
2 20- L 20 2
S E
(@)
3 16 - | 16 @
>4 c
S g
© 124 - 12 ©
O (]
o s 0]
D)
S 8- g ©
3 S
= 5
S 4 L4 O
O I L) I L) I L) I L) I 0
0 20 40 60 80

Concentracdo de PVA (%)

Figura 5.1 — Efeito da concentragdo de polimero no tempo de geleificagdo para compdsitos

preparados com PVA de alto grau de hidrélise (PVA99).

Os resultados mostram que o aumento no teor de PVA de 0% para 80% (biovidro puro e PVA/BaG
com 80% de polimero e 20% de vidro bioativo, respectivamente) causou um aumento simultdneo
no tempo de geleificag¢do (Tg), que passou de aproximadamente 7 minutos para valores acima de 25
minutos. Tal efeito representou aproximadamente 400% de aumento no tempo requerido para

ocorrer alteragdo significativa na viscosidade da suspensao.
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O Tg e a viscosidade s3o frequentemente utilizados no processo sol-gel como indicativo da
contribuicao global dos parametros de processo sobre as reagdes envolvidas nessa rota. Em relacao
as matrizes hibridas PVA-BaG desse trabalho, uma caracteristica fundamental ¢ a necessidade da

mudanga brusca de sol para gel através do aumento da viscosidade.

A alteracdo na viscosidade dos hibridos PVA-BaG deve ocorrer em periodo de tempo capaz de
permitir estabilizar as bolhas inseridas durante a agitacdo vigorosa, pois caso contrario o material
ira escoar, liberando o ar das bolhas e promovendo a densificacdo da estrutura, que deixard de ser

porosa (PEREIRA, 2000; PEREIRA, 2005; STUDART et. al.,2006).

A sintese e o controle do processo de obtencao de hibridos orgéanico-inorgéanicos produzidos via rota
sol-gel sdo certamente sistemas complexos, devido ao grande numero de variaveis que estdo
normalmente envolvidas. Como exemplo temos concentragdo e miscibilidade dos reagentes (agua,
TEOS, TEP e CaCl,), alteragdes do pH durante as reagdes no meio aquoso, as razdes entre o
precursor do alcoxido e a 4gua, temperatura, catalisador (BRINKER & SCHERER, 1990;
XENOPOULOS et. al., 1998; OKI et. al., 2006).

Dentre os varios sistemas dos hibridos PVA-BaG estudados, alguns se apresentaram com maior
dificuldade para formar estrutura porosa tridimensional, em geral os hibridos com elevada

concentracdo de PVA.

Pela analise da tabela 4.2 do capitulo anterior, podemos observar alteragdes significativas na razao
molar entre TEOS/PVA, com valores trés vezes menores para amostras com 80% (p/p) de PVA, se
comparado aos hibridos com 60% (p/p) de polimero. Mudangas nessa razao podem refletir de forma

significativa no tempo de geleificagdo.

Nos hibridos PVA-BaG obtidos com teores de polimeros de 60, 70 e 80% (p/p), utilizando PVA’s
com dois graus de hidrolise diferentes, ocorreram alteracdes marcantes no comportamento das
solu¢des. Quanto menor a concentragao de PVA utilizada menos viscosa deve ser a solugdo, além
das viscosidades serem menores para PVA’s com menores graus de hidrolise (BRISCOE et. al.,
2000). Para o PVA99, as concentracdes iniciais de diluicdo do polimero, que se apresentaram
adequadas para permitir a geleificagdao de espumas, foram as solugdes com 23 e 28% (p/p) de PVA.
As espumas resultantes a partir dessas concentragdes tiveram menos agua residual e o procedimento

de secagem foi mais eficiente, se comparado com solugdes de menor concentragao de PVA.
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A obteng@o de hibridos PVA-BaG porosos com resisténcia minima a manipulacao foi influenciada
pela quantidade de 4gua utilizada na sintese e, por conseguinte, pelas concentracdes de polimero e
grau de hidrdlise do PVA utilizado. Quanto maior a quantidade de PVA utilizado maior a

quantidade de agua na sintese das espumas, conforme mostra a tabela 4.2 do capitulo anterior.

As variagdes nas quantidades de agua referem-se as especificagdes dos fabricantes para as dilui¢cdes
maximas nos diferentes graus de hidrolise, sendo que para o PVA99 a dilui¢do maxima obtida foi
de 28% (p/p) e para o PVARO a dilui¢do méaxima foi de 35% (p/p). A diferenca na diluigdo maxima
do PVA reside no maior numero de grupos acetato presentes no PVAS0, capaz de promover
diminui¢do na viscosidade e aumento na solubilidade do polimero (CELANESE CHEMICALS,
2010).

Esse comportamento ¢ determinado pelas configuragdes de equilibrio das ligagdes de hidrogénio
entre as cadeias do polimero e entre as cadeias do polimero e as moléculas de agua. Dessa forma
utilizacdo de solu¢des com menores concentragdes de polimero e graus de hidrdlise menores
observa-se menor viscosidade. A adi¢do de teores elevados de d4gua também refletiu interferindo no
tempo de geleificagdo. Esse fato pode explicar a dificuldade de preparar hibridos com PVAS80 na
relacdo PVA/BaG 80/20.

Para 0 PVASO, a concentragao inicial de PVA com 23% (p/p) ndo foi trabalhada porque as solugdes
ndo foram estabilizadas, dado que a transicao de sol para gel ndo ocorreu em periodo que permitisse
a manutencdo da estrutura porosa. Na concentracdo de 28%, dependendo da razdo PVA/BaG
utilizada foi possivel obter espumas hibridas, sendo que fragdes maiores que 70% de PVA também

apresentaram reacdo de transicao de sol para gel muito lenta, com periodos superiores a 30 minutos.

Considerando um aumento na concentracdo de PVA, ¢é razoavel imaginar que durante a reacao sol-
gel as cadeias poliméricas devem limitar e/ou impedir a interacdo entre os grupos silanol dos
nlcleos de silicato e polisiloxanos produzidos pela hidrdlise. Essa limitagdo pode causar um
aumento no tempo de formagdo do gel (Tg). Portanto, através do controle da razdo entre as
concentragdes de vidro bioativo e PVA, além do grau de hidrdlise dos polimeros, € possivel alterar
a porosidade, a distribuicdo do tamanho de poro e a interconectividade das espumas resultantes,

como sera visto a seguir.
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Para as relacdes PVA/BaG de 80:20, notamos uma reducdo expressiva na relagio TEOS/PVA,
observada para ambos os graus de hidrolise estudados, o que pode sugerir a dificuldade da obtencao
de hibridos nessa composicdo. Esses resultados indicam que as propriedades dos compositos finais

podem ser muito dependentes da concentracdo de polimero.

A sintese dos hibridos PVA-BaG obtidos reflete o controle de pardmetros importantes do processo
sol-gel no sistema estudado. Compositos a base polimeros sintéticos e degradaveis com fase
inorganica bioativa atraem particular interesse na engenharia de tecidos pela possibilidade de ajustar
o comportamento bioativo e cinética de degradacdo em estrutura de poliméricos porosos

(REZWAN ET AL., 2006).

Virios sistemas preparados utilizando silicatos com polimeros como PVA (PEREIRA et. al., 2005;
COSTA et. al., 2006); Poli( e-caprolactona) ( ALLO et. al., 2010), Poli(etileno glicol e poli(acido L-
latico) ( WU, ET AL., 2010) tem sido foco de pesquisas. A inclusdo de nanoparticulas em matrizes
poliméricas tem o objetivo de incorporar caracteristicas que mimetizem a nanoestrutura de tecidos
naturais (CHEN et. al., 2008). Dessa forma os hibridos no presente trabalho, a base de PVA com
incorporacdo de silicatos obtidos pelo processo sol-gel apresentam potencial para atuarem como

suporte em engenharia de tecidos.

5.2 Avaliacdo Morfoldgica por Microscopia Eletrénica de Varredura

A partir das matrizes obtidas, a morfologia e a distribuicdo dos poros das espumas de PVA-BaG
podem ser vistas nas imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura apresentadas na
figura 5.2. E possivel observar que matrizes hibridas 3D com macroporos interconectados variando
de 10 pm a 600 pm foram produzidas por meio do processo sol-gel através da incorporagdo de
bolhas as misturas das solugdes aquosas de PVA com precursores do vidro bioativo e adi¢ao do

surfactante LESS.

Para cada composicao dos hibridos € possivel notar que a morfologia das espumas pode ser alterada
pelos parametros de sintese como concentracdo da solugdo de polimero, concentragdo do
surfactante e tempo de geleificacao. Para as mesmas condi¢des e parametros de processo, nao houve
variagdo detectavel para o didmetro modal dos macroporos (aproximadamente 600 um) referente a

faixa de tamanho de poro para teores da fase vidro bioativo variando de 20 a 30% (p/p), como

43



mostrado nas figuras 5.2A e 5.2B, respectivamente. Entretanto, um aumento significativo no
nimero de poros, variando de 20 um a 100 pm foi encontrado nos hibridos com 40% (p/p) de BaG,
como pode ser observado na figura 5.2C, quando comparado com amostras preparadas com teores
menores da fase inorganica. Ambos os resultados descrevem caracteristicas morfologicas

compativeis com as necessarias aos materiais utilizados como matrizes para crescimento celular

(IGNJATOVIC et. al., 1999).
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Figura 5.2 — Microscopia eletronica de varredura de hibridos de (a) 80PVA-20BaG, (b) 70PVA-
30BagG, (c) 60PVA-40BaG e (d) fotografia dtica (sem magnificagao) de amostra da matriz 3D.

Um fato importante a ser mencionado ¢ que matrizes tridimensionais altamente macroporosas sem
trincas superficiais foram desenvolvidas através dessas novas proporgdes estequiométricas de
PVA/BaG por meio da rota sol-gel. Isso ¢ um diferencial, quando comparado com alguns artigos

reportados na literatura (OKI ET ALL, 2006), onde um comportamento fragil de ceramicas
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bioativas e compositos derivados de vidros tém restringido sua utilizacdo nas aplicagdes em

engenharia de tecido dsseo, devido as propriedades mecanicas.

Através de variagdo na razdo das fases organica e inorganica, foi possivel alterar as propriedades de
textura, morfologia e porosidade. A porosidade aparente que representa uma das caracteristicas
estruturais apresentadas pelas amostras dos hibridos PVA-BaG ¢ descrita na tabela 5.1 e os
resultados mostram que apds secagem em atmosfera de nitrogénio os valores de porosidade
medidos através do método de Arquimedes, para todas as concentragdes polimero/vidro, descrevem
uma média em torno de 55%, com certa tendéncia para maiores porosidades em hibridos com

maiores fragdes de vidro bioativo.

A faixa de porosidade em torno de 55% pode ser resultante da presenga de poros fechados,
refletindo valores subestimados de porosidade. Além disso, o préprio processo de secagem adotado,
que por sua vez, com a remog¢ao de agua, promove contracdo das amostras e afeta diretamente na
porosidade. De acordo ainda com a tabela 5.1, amostras produzidas com PVA’s de graus de
hidrolise diferentes e mesma razdo polimero/vidro apresentaram porosidades com valores muito

similares.

Tabela 5.1 - Porosidade Aparente em dos Hibridos PVA-BaG

[ 1PVA/BaG (p/p)

60/40 70/30 80/20
PVAR0 573 571 53+2
PVA99 59+2 55+1 54+1

A érea superficial especifica das matrizes foi estimada pelo método BET através de isotermas de
adsor¢do-desor¢do de nitrogénio. Para as amostras de hibridos na composi¢do de 70%PVA-
30%BaG os resultados mostraram que o aumentou no grau de hidrélise do PVA80 para o PVA99,
ocasionou alteracdo na area superficial média das matrizes com diminui¢do em torno de 50%, cujos

valores passaram de 3,0 m”.g”" para 1,6 m”.g”", conforme mostra a figura 5.3.
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Figura 5.3 — Efeito do grau de hidrolise do PV A no resultado da area superficial estimada por BET
para hibridos 70PVA-30BaG.

5.3 Caracterizagao quimica por espectroscopia FTIR de Hibridos PVA-BaG

Espectros FTIR representativos de filmes de PVA puro, vidro bioativo e hibridos (PVA-BaG
70/30%) sdo mostrados na figura 5.4, para amostras do grupo preparado com PVA99, e a figura 5.5
para amostras do grupo preparado com PVAS80. A tabela 5.2 apresenta um resumo dos principais
grupos quimicos relacionados com os materiais utilizados e os respectivos niumeros de onda

associados.

Embora ndo mostrados, espectros de hibridos obtidos nas razoes 60PVA-40BaG e 80PVA-20BaG

sdao muito similares aos espectros apresentados nas figuras 5.4c e 5.5c.
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Figura 5.4 — Espectro FTIR de amostras (a) PVA 99% hidrolisado; (b) BaG; (c) hibrido 70%PVA-
30% BG.

Como fica claro pela observacdo das figuras 5.4a e 5.5a, o grau de hidrélise de ambos os PVA's
usados no processo indicaram diferencas no espectro FTIR. Para ambos os espectros, a banda larga
observada entre 3100-3600cm™ pode ser atribuida a ligacdo OH devido as fortes ligagdes de
hidrogénio do tipo intramolecular e intermolecular. A presenc¢a do alto teor de hidroxilas no PVA99

comparado com 0 PVASO0 pode ser vista pela banda larga em torno de 3300cm™.

O estiramento da banda C-H alquil pode ser observado em 2850-2950 cm™. O pico de absor¢do em
aproximadamente 1710 cm’! (para PVA99) ou 1740 cm’! (para PVAS80) e 1090-1150 cm’ devem
ser atribuidos respectivamente aos estiramentos vC=0 e C-O dos grupos acetato ndo hidrolisados
do polimero PVA. A banda de absorgdo em torno de 1700 cm™ aumenta devido & presenca da

carbonila (C=0) dos grupos acetato, encontrados no polimero PVA parcialmente hidrolisado, e tem
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intensidade relativa maior para o PVAS8O0, pela presenga de concentragdes maiores dos grupos

acetato remanescentes.

Tabela 5.2 — Principais Modos Vibracionais Associados com PVA e BaG

Material | Frequéncia (cm™) Grupos Quimicos Caracteristicos Referéncias
BaG 461 Estiramento Si-O-Si (MANSUR et. al., 2004)
BaG 822 Estiramento Simétrico Si-O-Si (ALMEIDA & PANTANO, 1990)
PVA 850 Estiramento C-C (PARIDA et. al., 2006)
PVA 916 Dobramento (CH) — CH, (PARIDA et. al., 2006)
BaG 953 Estiramento ligagdo Si-OH (MANSUR et. al., 2004,

PARIDA et. al., 2006)
BaG 1080 Estiramento Assimétrico Si-O-Si no ( MANSUR et. al., 2004,
Si0, tetraédrico COATS, 2000)

PVA 1093 Dobramento (C-O) — C-OH (a)
PVA 1141 Estiramento C-O (a)
PVA 1329 Dobramento (OH) — C-OH (a)
PVA 1461-1471 Dobramento (CH) — CH, (a)

BaG, PVA 1634 Dobramento O-H (molécula de agua) (a)
PVA 2937-2870 Estiramento CH (a)

BaG, PVA 3550-3200 Estiramento O-H 4gua adsorvida (a)

(a) - Referéncias (PEREIRA et. al., 2005; MANSUR & COSTA, 2008; COSTA et. al., 2008a)

A cristalinidade relativa das duas amostras de PVA com diferentes graus de hidrolise foi verificada
pela presenca da banda de vibragio em v1141 cm™. Foi notado claramente que o PVA com alto
grau de hidrolise (PVA99), da figura 5.4a mostrou maior intensidade nessa banda quando
comparado com o PVA de baixo grau de hidrélise (PVAS80) da figura 5.5a. Isso significa, que a
medida que o numero de grupos hidroxila aumenta o numero de ligagdes de hidrogénio
estabilizadas aumentou simultaneamente, resultando em estrutura global do polimero mais

cristalina.
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Figura 5.5 — Espectro FTIR de amostras (a) PVA 80% hidrolisado; (b) BaG; (c) hibrido 70%PVA-
30% BagG.

O composto BaG ¢ identificado pela banda com vibragdo (Si-OH) do silanol em 953 cm™. A banda
localizada a 1640 cm™ relacionada com a 4gua adsorvida no material, provavelmente permanece
nos hibridos, pois em baixas temperaturas ndo hd condigdes suficientes para remover a agua dos
poros. O grupo vinil terminal do PVA em 1740 cm™ (MANSUR et al., 2004; COATES, 2000) ¢ que
aparece em menor intensidade para o hibrido 70/30% (p/p) sugere que essa ligacdo deve estar
envolvida na liga¢do cruzada com a silica. Sao apresentadas também as bandas tipicas para o grupo
fosfato em 1000-1220 cm™ (PO,” ¢ POs*) e 960 cm™ (PO4). A anélise FTIR mostra-se uma
ferramenta til para a investiga¢do da formacao de hibridos PVA-BaG e como a estrutura organico-

inorganica se correlaciona.
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5.4 Caracterizacao da Cristalinidade por DRX

O resultado de difragdo de raios X para o vidro bioativo puro ¢ mostrado na figura 5.6a. Como
esperado, ele ndo mostrou a presenca de nenhuma fase cristalina, sendo constituido por uma fase
totalmente amorfa. O padrao DRX das amostras de PVA parcialmente hidrolisado é apresentado na
figura 5.6d. Ele foi identificado como uma estrutura semicristalina. As curvas DRX para os hibridos
de PVA-BaG sintetizados nas concentracdes 70/30 e 80/20%(p/p) s@o mostrados nas figuras 5.6b e

5.6¢, respectivamente.

-
(d) —_
A
f’l '1'I|u. —
HJ; #Hﬂ“w'l"ﬂ My r-.t’-.-'.-r‘lr"'"'"""unwl"‘(r
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Figura 5.6 - Padrdo DRX de (a) vidro bioativo, (b) Hibrido PVA-BaG na concentragcdo 70/30%
(p/p), (c) Hibrido PVA-BaG na concentragdo 80/20% (p/p) e (d) PVASO.

Pode ser verificada a contribui¢do tanto do PVAS80, com a estrutura semicristalina como da fase
amorfa do vidro bioativo. Para os hibridos na concentragdo de 80/20% (p/p), ¢ observada uma
diminui¢do na cristalinidade em relagdo a amostra de PVA puro, exceto para o surgimento de um
pico mais destacado na regido de 26 igual a 29 graus, compativel com o plano (1,0,-1) do PVA, que

sugere um arranjo de cristalinidade entre a estrutura do PVA e do BaG nessa concentragao.
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Com a adi¢do de mais BaG a estrutura passa a apresentar um carater mais amorfo, tendendo mais
para a caracteristica do vidro. Esses resultados sugerem a ocorréncia de uma reagdo da estrutura do
BaG com o PVA formando arranjo regular, que ¢ limitado em fun¢do da quantidade de BaG

adicionado

5.5 Caracterizacdo de hibridos PVA-BaG-GA

5.5.1 Caracterizacdo morfoldgica dos hibridos PVA-BaG-GA

As figuras 5.7A, 5.7B e 5.7C mostram imagens de MEV, dos hibridos PVA-BaG preparados
utilizando as concentragdes de 0,0% p/p, 1,0%p/p e 5%p/p de glutaraldeido, respectivamente. A
estrutura do material é caracterizada por uma matriz microporosa soélida delimitando macroporos.
De acordo com a IUPAC sdo adotadas as definicdes para microporos como sendo poros com
largura menor que 2 nm, mesoporos com larguras de poro entre 2 ¢ 50 nm e macroporos tendo
largura maior que 50nm (ROUQUEROL et. al., 1994). Os macroporos dos hibridos PVA-BaG
foram formados intencionalmente através da agitagdo vigorosa aliada ao emprego do agente tenso-
ativo sulfato laureato de sodio, de forma a criar uma estrutura que sirva de suporte para a migragao

e colonizagao de células Osseas.

Conforme mostram as imagens (figura 5.7) podem ser também vistas duas tipologias de poros:
poros fechados e abertos. Os poros fechados sdo isolados da superficie externa e os poros abertos
sao conectados a superficie externa e dessa forma acessiveis a liquidos e gases. A analise
dimensional dos poros dos hibridos PVA-BaG foi realizada a partir das imagens de microscopia
eletronica de varredura. Os valores dos didmetros dos macroporos variaram para as diferentes
amostras, com tamanho médio dos poros em torno de 450um para os hibridos PVA-BaG, sem
utilizacdo de agente reticulante e discreto aumento para valores em torno de 490um para hibridos

reticulados com 1% p/p de glutaraldeido.

Amostras preparadas com 5% p/p de glutaraldeido sofreram reducdo significativa no tamanho
médio de poro para valores em torno de 150um, indicando a influéncia das concentragdes de
reticulante utilizada na sintese sobre a porosidade dos hibridos. As tabela 5.3 e 5.4 mostram um
resumo dos resultados obtidos através da andlise das imagens de MEV utilizando o programa

Quantikov (PINTO, 1996) para medi¢ao dos diametros de poro das amostras.
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Poro Aberto

Macroporo

Poro Fechado

Figura 5.7 — MEV de hibridos PVA-BaG preparados com as concentracdes de (a) 0% p/p; (b) 1%
p/p e (c) 5% p/p de glutaraldeido (aumento 30x).

Tabela 5.3 — Tamanho de Macroporo de Hibridos PVA-BaG

[ ] de Glutaraldeido (% p/p)

0,0 1,0 5,0
Tamanho Médio de Poro (um) 450 490 150
Medida Maxima de Poro (um) 1100 1000 450
Medida Minima de Poro (um) 220 180 50
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Tabela 5.4 — Interconectividade entre Macroporos de Hibridos PVA-BaG

[ ] de Glutaraldeido (% p/p)

0,0 1,0 50
Tamanho Médio (um) 75 145 35
Medida Maxima (um) 285 475 100
Medida Minima (um) 25 35 10

Os valores obtidos indicam o efeito de redu¢do do tamanho de poro para hibridos preparados com
concentragdes maiores de glutaraldeido. Esse efeito é compativel com a capacidade dos grupos
aldeido inseridos, reagirem com as hidroxilas presentes no PVA formando pontes entre as cadeias
poliméricas e contribuindo na geleificagdo da solu¢do. Com o aumento na velocidade de reticulagdo
da mistura ¢ possivel congelar a estrutura dos hibridos, antes mesmo das bolhas inseridas durante o

processo de agitacao vigorosa tenham tempo de coalescer.

No preparo de hibridos PVa-BaG Pereira et. al. (2005) obteve estrutura macroporosa com didmetro
de até 600 pum e poros conectados com didmetro de até¢ 200 um. Um dos pardmetro de controle da
porosidade foi através da concentracdo de surfactante. Concentracdes maiores de surfactante

apresentaram maior tamanho de poro.

Em estudo realizado por Allo et. al. (2010), o preparo de hibridos Poli(e-caprolactona) (PCL) com
vidro bioativo, usando concentragdes de 60% (p/p) de PLC, promoveu a policondensagdo do vidro
de forma lenta por causa do efeito da dilui¢ao do polimero e do solvente. Por outro lado, para teores

de 10% (p/p) de PCL a policondensagdo da fase inorganica foi rapida.

Por esses resultados vemos que o controle da porosidade pode ser ajustado por varios parametros de
processo, sendo que a viscosidade desempenha papel importante na morfologia e distribuicao do
tamanho de poro. A figura 5.8 mostra detalhes da textura das paredes dos hibridos PVA-BaG na

regido que delimita os poros.

53



» 9
e

Demet/UFMG 15 kV  x5000

Wi

15kV  x1000 Demet/UFMG

Figura 5.8 — MEV mostrando a estrutura de parede de hibridos PVA-BaG preparados com as
concentragdes de (A) 0% p/p; (B) 1% p/p e (C) 5% p/p de glutaraldeido (1000x). As imagens (D) e

(E) representam ampliagdes das figuras “B”e “C”, respectivamente (5000x).

Podemos notar ainda pela figura 5.7 que uma parcela expressiva dos poros com didmetro em torno

de 50 um, para amostras preparadas com 5% (p/p) de glutaraldeido, sdo poros fechados. Esse
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resultado reforca a idéia da dinamica de formacdo dos poros, cujos tempos de geleificagdo
desempenham papel decisivo. Ou seja, as bolhas inseridas antes da consolidagdo da estrutura
migram pela soluc¢do contribuindo na formagado de agrupamentos de bolhas para formagao de poros

maior até que a viscosidade aumente ao ponto de estabilizar o material.

5.5.2 Caracterizacao da estrutura dos hibridos PVA-BaG-GA através de uCT

A figura 5.9 mostra imagem de amostra do hibrido PVA-BaG reticulado com 5% (p/p) de
glutaraldeido construida a partir de microtomografia computadorizada e as figuras 5.10 e 5.11
apresentam os graficos das distribui¢des de tamanho de poro e das interconectividades obtidas

através da microtomografia.

Figura 5.9 — Imagem de microtomografia computadorizada por transmissao de raios X do hibrido
de matriz hibrida PVA-BaG reticulada com 5% p/p de glutaraldeido.
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Os valores demonstram a existéncia de uma ampla distribuicdo de tamanho de poro onde 80% dos
poros se apresentam com diametro entre 100 a 450 um e o valor da moda (Dmodal) correspondente
a 227 pm. As interconectividades também apresentaram para as mesmas amostras uma ampla
distribuicdo de tamanho, com 80% das interconectividades variando entre 60 a 200 um e um Imodal
igual a 110 um. Ainda pelas imagens obtidas pela microtomografia computadorizada fica evidente

que os hibridos PVA-BaG-GA apresentam uma matriz tridimensional com poros interconectados.

Quando comparados os valores obtido por MEV e pela uCT, pela tabela 5.5 e figuras 5.10 ¢ 5.11,
notamos que hd uma proximidade para os resultados relacionados ao tamanho maximo de poro,
entretanto comparagdes referentes as medidas minimas do tamanho de poro demonstram valores

discrepantes entre 0 MEV e a uCT.
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Figura 5.10 — Distribui¢ao de tamanho de poro de matriz hibrida PVA-BaG reticulada com 5% p/p
de glutaraldeido. Resultados obtidos a partir de andlise de imagem 3D de microtomografia

computadorizada por transmissao de raios X.
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Figura 5.11 — Distribuicdo de tamanho das interconectividades entre poros de matriz hibrida PVA-
BaG reticulada com 5% p/p de glutaraldeido. Resultados obtidos a partir de andlise de imagem 3D

de microtomografia computadorizada por transmissao de raios X.

Tabela 5.5 — Analise Dimensional do Tamanho de Poro de Hibridos PVA-BaG

[ ] de Glutaraldeido (% p/p)

*

5,0 5,0
Medida Maxima de Poro (um) 450 450
Medida Minima de Poro (um) 50 100
Medida Maxima de Interconectividade (um) 100 200
Medida Minima de Interconectividade (um) 10 60

" Valores obtidos através de microtomografia computadorizada
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Se tomarmos por base as medidas obtidas por pCT tanto para tamanho de poro como para as
interconectividade e compararmos com a microscopia eletronica de varredura, os resultados
indicam que ha dificuldade para diferenciacdo nas imagens de MEV entre estruturas que
representem poros menores e interconectividades, o que pode justificar a imprecisdo nos valores da
medida minima do tamanho de poro. Além disso, ¢ imperativo destacar o beneficio obtido através

da pCT, para analise qualitativa e quantitativa de estruturas tridimensionais.

A nCT tem demostrado varias vantagem na avaliagdo de matrizes, como versatilidade, sendo uma
técnica capaz de caracterizar matrizes em multiplos aspectos, como porosidade, area superficial em
relacdo ao volume e interconectividade (HO et. al., 2006). Como exemplo de resultado obtido por
uCT se destaca a capacidade de observar o osso regenerado nos tecidos de hospedeiro, adjacentes

ao centro do defeito (SHAO et. al., 2006).

Além disso, matrizes de vidro bioativo apresentaram, através de microtomografia, estrutura porosa
similar ao osso trabecular com tamanho modal de poro de 561 um (JONES et. al., 2007), similar ao

0sso trabecular humano que apresentou tamanho aproximado de 600 um.

5.5.3 Caracterizacdo por espectroscopia FTIR de Hibridos PVA-BaG-GA

Por meio da andlise das regides de absor¢do nos espectros FTIR associadas a silica e ao polimero
PVA foram realizadas comparagdes das intensidades buscando identificar as ligagdes presentes para

os hibridos preparados nas concentragdes de até 5% (p/p) de glutaraldeido.

As bandas relativas ao PVA foram as bandas entre 3600-3200 cm™', usualmente associadas ao grupo
OH do 4lcool ¢ as bandas entre 2900-2800 cm™ ¢ 1250-1100 cm™ associadas aos grupos C-H e C-
O, respectivamente (PEREIRA et. al., 2005; MANSUR & COSTA, 2008; COSTA et. al., 2008a).
Para a fase inorganica as bandas estudadas foram as localizadas entre, 1100-1000, 950-900 e 800-
700 cm™ associadas respectivamente as ligacdes Si-O-Si, Si-OH e Si-O-Si (ALMEIDA &
PANTANO, 1990), conforme mostrado na tabela 5.2.
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Figura 5.12 — Espectros FTIR de hibridos PVA-BaG preparados com as concentracdes de (a) 0%
p/p; (b) 1% p/p e (c) 5% p/p de glutaraldeido.

Comparando os valores obtidos para hibridos nao reticulados, de acordo com a figura 5.13, as
razdes entre os picos 1080 ¢ 950 cm” demonstram aumento dos valores para acréscimos de GA
para concentracdo de 1% (p/p), enquanto que as razdes entre 0s mesmos picos apresentaram

diminuicdo para hibridos reticulados com 5% de GA.

Baseado nesse resultado podemos sugerir que a adi¢do de glutaraldeido na concentracdo de 1%
(p/p) interferiu no numero de sitios OH do PVA disponiveis para ligagdo com os grupos Si-OH,
favorecendo a condensagdo desses grupos para formar ligagdes Si-O-Si, conforme observado
também por Mansur et. al. (2004). Por outro lado a adi¢do de quantidade elevada de glutaraldeido,
como a observada na concentracdo de 5 % (p/p), promoveu a reagdo de maneira mais intensa, com
geleificagdo mais rapida, cujo tempo gasto chegou a ser menos da metade do tempo dispendido para

as reacdes sem glutaraldeido.
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Figura 5.13 — Razao entre os picos dos espectros FTIR em fun¢ao da concentragao de glutaraldeido

dos hibridos PVA-BaG. (a) ISi-OH/IC-O; (b) ISi-O-Si/ISi-OH (§ (C) IOH/ICH-

Dessa forma os grupos Si-OH podem ter sido impedidos de condensar para formar as ligagdes Si-O-
Si resultando em centros inorganicos de condensacao menores com elevado niimero de grupos Si-

OH disponiveis e razio menor entre as bandas 1080 ¢ 950 cm™.

A analise dos valores obtidos para hibridos ndo reticulados, mostrou que as razdes entre 0s picos
950 e 1250 cm™ tiveram diminuicdo dos valores para acréscimos de GA na concentracao de 1%
(p/p) enquanto as relagdes dos picos apresentaram aumento para hibridos reticulados com 5% de
GA. Baseado nesse resultado, podemos sugerir que a adi¢cdo de glutaraldeido diminui a razdo entre
os valores dos picos, dado o acréscimo de grupos C-O do glutaraldeido, conforme observado para a
concentragdo de 1% (p/p), entretanto para a concentracdo de 5% (p/p) ocorreu aumento na relacao
entre os picos, o que indica que, apesar da adicdo do glutaraldeido o hibrido deve ter apresentado ao

final um elevado nimero de grupos Si-O residuais.
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Comparado com os resultados obtidos para hibridos preparados sem agente reticulante, a relacao
entre as bandas 3300 e 2900 cm™ mostrou um aumento nos valores para hibridos preparados com
1% (p/p) de glutaraldeido e manutengdo desses valores para hibridos com 5% (p/p) de GA. Esses
dados podem indicar que inicialmente o glutaraldeido atue reagindo com o polimero, competindo
com as ligacdes entre os grupos Si-OH e o PVA. Além disso, a adicao de elevadas concentracdes de
glutaraldeido indicam que a influéncia do reticulante foi limitada pelas concentragdes de polimero e

vidro bioativo utilizadas.

5.5.4. Caracterizacdo cristalografica por DRX de Hibridos PVA-BaG-GA
O resultado de difracdo de raios X para os hibridos PVA-BaG preparados com adi¢do de até
5%(p/p) de glutaraldeido ¢ mostrado na figura 5.14. Os difratogramas apresentaram um pico na

regido de 20 igual a 22,5°, compativel com o plano (1 0 -1) do PVA, ja identificado em amostras de

PVA como fornecida pelo fabricante.

()

(b)

Intensidade (u.a.)

O——=—"7—" T T T T *T '*
10 20 30 40 50

Angulo (26)

Figura 5.14 - Padrdao de DRX para o CaSiOs (00-002-0506) indicados por ( * ) e para amostras de:
(a) Hibrido PVA-BaG-0,5%GA, (b) Hibrido PVA-BaG-1,0%GA e (c) Hibrido PVA-BaG-5,0%GA.
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Para amostras preparadas com 0,5% de glutaraldeido a intensidade da banda centrada em 22,5° foi
menor, sugerindo que a cristalinidade dos hibridos diminui com a formagao de ligagcdes cruzadas

entre o PVA e glutaraldeido (WANG et. al., 2009).

Por outro lado amostras de hibridos PVA-BaG preparados nas concentragdes de 1 e 5% (p/p) de GA
a intensidade da banda centrada em 22,5° foi maior que aquela apresentada para amostras
preparadas na concentragdo de 0,5% de glutaraldeido. Além disso, os difratogramas das amostras
preparadas nas concetracdes de 1 e 5% de GA apresentaram alguns picos, que comparados com os
padrdes do “Joint Committee on Powder Diffraction Standards”, foram compativeis com silicato de

calcio.

5.5.5. Ensaio de Resisténcia Mecanica a Compressao de Hibridos PVA-BaG-GA

A figura 5.15 mostra a resposta ao esforco de compressdo em fun¢do da deformagdo de espumas
hibridas de PVA-BaG reticuladas com glutaraldeido em diversas concentragdes. As amostras
submetidas a esses ensaios foram preparadas a partir da regido mais homogénea dos hibridos,
definida por inspecdo visual, para permitir alcangar resultados mais representativos nas analises

mecanicas.

Como pode ser observado a partir da figura 5.15, o comportamento mecéanico dos hibridos
macroporosos PVA-BaG se apresenta consoante com aquele descrito por Gibson (2005), onde na
regido inicial hd um aumento da tensdo proporcional a deformagao, que pode ser relacionado a

compressao da estrutura dos poros.

Em seguida o grafico passa para uma regido definida por um patamar, que de acordo com as
concentracdes adicionadas de glutaraldeido se apresentaram mais definidos, como mostrado na
concentragdo de 5% (p/p), com ou sem tratamento estabilizador, ou menos evidentes, como nos
hibridos com concentragdes de GA de 0 e 1% (p/p) de glutaraldeido. O patamar presente no grafico

¢ compativel com o colapso plastico e com o empilhamento das estruturas que delimitam os poros.

Por fim, o grafico mostra a tensdo de compressdo que aumenta rapidamente em fun¢do da
deformagdo, devido a densificagdo da espuma, com as estruturas dos poros se apresentando

colabadas. E conveniente ressaltar que as amostras preparadas na concentragio de 5% (p/p), com ou
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sem tratamento estabilizador, ndo sofreram ruptura pela forca de compressao, tendo os ensaios sido

finalizados através dos limites de seguranga da maquina de ensaios.

20

Tensédo (MPa)

Deformacéo (%)

Figura 5.15 — Curvas tipicas de Tensdo x Deformagao obtidas por ensaio de compressdo de hibridos
PVA-BaG preparados com as concentragdes de GA (a) 0%; (b) 1%; (c) 5% e (d) 5% de

glutaraldeido submetidas a tratamento com solu¢ao de NH,OH.

A figura 6.16 mostra os valores do limite de escoamento dos hibridos PVA-BaG-GA. Amostras sem
glutaraldeido apresentaram limite de escoamento em torno de 2MPa, valor esse na faixa do limite
inferior observado para ossos corticais € na média dos valores de bioceramicas porosas reportadas
na literatura, que apresentaram valores entre 0,3 a 5,0MPa (KWON et. al., 2002; LE HUEC et.
al.,1995; RAMAY & ZHANG, 2003), dependendo do percentual de porosidade e distribuicdo de

tamanho dos poros.

A adicdo 1% (p/p) de glutaraldeido promoveu aumento no limite de escoamento para valores até 3

vezes maiores do que os observados para amostras sem o agente reticulante.
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Entretanto as amostras com 1% (p/p) de glutaraldeido apresentaram desvio padrio elevado, o que
pode ser justificado, pois apesar do glutaraldeido promover a adicdo de ligacdes cruzadas nas
cadeias poliméricas, hibridos preparados nessa composi¢do apresentaram estrutura tridimensional
com tamanho médio de poro muito proximo daquele apresentado pelos hibridos sem reticulante.
Dessa forma, apesar do incremento nos valores do limite de escoamento a estrutura macroporosa
demonstra instabilidade, ou seja, arquitetura heterogénea ocasionando assim ampla faixa para os

valores do limite de escoamento.

10

Limite de Escoamento (MPa)

T 7 T 7 T
0% 1% 5%

Concentracéo de GA (p/p)

Figura 5.16 — Grafico mostrando os valores do limite de escoamento em fungdo da concentracdo de

glutaraldeido utilizada no preparo dos hibridos PVA-BaG-GA.

De outra forma as amostras preparadas com 5% (p/p) de glutaraldeido mostraram valores em torno
de 9 MPa para o limite de escoamento, que representa um aumento da ordem de 30% em relacdo as
amostras preparadas com 1% (p/p) e cerca de 3,5 vezes os valores observados para as amostras
preparadas sem reticulante. O desvio padrao das amostras preparadas com 5% (p/p) de GA foi da
ordem de 3%. Esse dado representa a reprodutibilidade dos ensaios e deve ter sido influenciado pela
homogeneidade da estrutura dos hibridos, caracteristica essa também demonstrada, conforme pode
ser observado pelas imagens de MEV da secdo 5.5.1 e pelos resultados descritos pela

microtomografia computadorizada de raios X na sec¢do 5.5.2.
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Outro fator relevante para explicar os desvios padrido do limite de escoamento é o efeito da
quantidade de ligacdes cruzadas sobre a resisténcia desses hibridos, além da modificagdo das
caracteristicas microestruturais das paredes dos poros. Pode ainda ser citado o efeito envolvido no
tempo de geleificagdo, resultando em diminui¢do do tamanho de poro e morfologia, que favoreceu o

incremento no modulo de elasticidade.

Pela andlise do gréafico da figura 5.17, relativo ao percentual de deformagao eléstica até o limite de
escoamento, pode-se observar que amostras preparadas sem reticulante obtiveram valores em torno
de 8% do comprimento inicial. A adicdo de 1% (p/p) de GA promoveu leve incremento nessa

caracteristica, com valores em torno de 8,5%.

Hibridos preparados com 5% (p/p) de GA, por outro lado, apresentaram acréscimo da deformagao
no escoamento para 15%, ou seja, quase o dobro daquele observado para amostras sem reticulante,
que foi de 8%, conforme mostrado na tabela 5.6. Esse acréscimo deve estar relacionado a formacao
de ligacdes cruzadas, além das modificacdes na morfologia ocorridas, onde a estrutura com menor
tamanho médio de poro deve atuar dissipando a energia envolvida durante a compressdo, e dessa

forma, apresenta maior capacidade de deformacao.

Deformacgdo no Escoamento (%)
o0}
1

0 I . I .
0% 1% 5%

Concentracéo de GA (p/p)

Figura 5.17 — Gréfico mostrando os valores da deformacdo no escoamento em funcdo da

concentragdo de glutaraldeido utilizada no preparo dos hibridos PVA-BaG-GA.
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Outra caracteristica avaliada foi o modulo de elasticidade em funcdo da concentracdo de
glutaraldeido, apresentado no grafico da figura 5.18. Os valores indicados referem-se a
porcentagem relativa aos valores obtidos para amostras preparadas sem agente reticulante, que
foram consideradas como 100%. Essa propriedade reflete a relacdo entre a tensdo e a deformagao e
mostra valores muito similares para amostras preparadas com 1 e 5% (p/p) de glutaraldeido. Ambas
as concentragdes mostraram acréscimo em torno de 30% em relagdo aos hibridos preparados sem

reticulante.

160

140 4 -l- .[

120

100
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60 —

40 -

Modulo de Elasticidade (%)

20

0 I . I . I .
0% 1% 5%

Concentracéo de GA (p/p)

Figura 5.18 — Grafico mostrando os valores do médulo de elasticidade em funcao da concentragdo

de glutaraldeido utilizada no preparo dos hibridos PVA-BaG-GA.

O resumo dos valores obtidos nos ensaios mecanicos € apresentado na tabela 5.6, onde pode ser
comparado o limite de escoamento com os dados da literatura para a tensdo do 0sso

trabecular/esponjoso.
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Tabela 5.6 — Dados do moédulo de compressdo axial, limite de escoamento e deformagdo no

escoamento para hibridos PVA-BaG-GA.

Limite de Deformacéo no Mddulo de
[ 1GA (%) Escoamento Escoamento Elasticidade
(MPa) (%) (GPa)
0 2,3+0,87 7,510,34 0,6+0,21
1 6,7+3,27 9,1+2,87 0,8+0,07
5 9,1+0,26 14,6+1,13 0,8+0,10
5 - NH,OH 7,5£1,06 9,9£0,94 1,0+0,05
Tensao do osso
trabecular/esponjoso (b) 2-12 MPa

(b) - Referéncias (SHI & JIANG, 1998; MONTJOVENT et. al., 2005)
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6. DEGRADACAO DE HIBRIDOS PVA-BAG-GA

O estudo do processo de degradagdo de materiais apresenta uma série de dificuldades em face dos
inameros eventos envolvidos e dos fatores que interferem para as diferentes respostas observadas.
Os hibridos sintetizados nesse trabalho representam enorme desafio por se tratarem de sistemas
complexos com estrutura polimérica e fase inorganica multicomponente composta por silicatos

contendo calcio e fosforo.

O estudo da degradacdo em ambiente aquoso foi utilizado como modelo experimental por
representar uma das maneiras possiveis de avaliar o comportamento de degradacdo de materiais
hidrofilicos (PVA e BaG), como os envolvidos nesse estudo. Além disso, partindo do principio de
que a agua atua como solvente universal e estd presente na composicdo dos varios meios
fisiologicos, representa portanto o modelo ideal para utilizagdo em ensaios de degradagdo de
biomateriais. Além disso, o ensaio de degradacao foi conduzido utilizando o mesmo meio durante
todo o periodo, sem subtituicdo por novo volume de agua deionizada, para manter a forca idnica em

funcdo do ritmo de degradagdo apresentado pelos hibridos.

O pH (potencial hidrogenionico) e a temperatura sao dois dos principais fatores relacionados as
solucdes utilizadas como meio de imersao e que merecem especial atencdo, sobretudo quando da
avaliacdo do comportamento degradativo de materiais. A influéncia do pH estd relacionada as
forcas i0nicas que atuam sobre as reacdes quimicas e fisicas que permeiam o material imerso na
solugdo de degradagdo. Dessa forma interferem diretamente na maneira como se processam 0s
eventos associados a degradacdo e os resultados em fungdo da cinética (tempo/temperatura) de

dissolucao.

6.1 Medidas de pH

O pH apo6s imersdo de vidros bioativos em agua, normalmente mostra um aumento nos valores,
causado pela lixiviagao de cations do vidro, que sdo em seguida substituidos por fons H' vindos da
solucao (HENCH, 1991). Pelos resultados da figura 6.1 observamos redugao nos valores do pH para
todas as amostras estudadas, exceto aquelas tratadas com solu¢do de NH4OH. Esse comportamento

pode ser explicado pela presenca dos ions cloro, utilizados na sintese do BaG para controlar o
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processo de hidrélise do alcoxido de silicio, bem como pelo cloro presente na composicao do

cloreto de calcio utilizado como fonte de calcio para o vidro.

12 4
—o— H.0- DI
8 - 2
—o— GA 0%
- GA 0,5%
o & —v— GA 1%
6 N\ , g GA 5%
—<I— GA 5% - NH,OH
] \/' ?\ .k
@ . ——y
J A‘\j/
2 T

L IR I R I RN RENLEN RNLEN R RN RN B
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

tempo (dias)

Figura 6.1 — Grafico mostrando as medidas de pH obtidas através de ensaio de degradacao realizado
em amostras de PVA-BaG reticulados com GA, nas concentragdes de (a) 0% p/p, (b) 0,5% p/p, (c)
1,0% p/p, (d) 5% p/p e (e) 5% p/p estabilizadas com solugdo de NH4OH, conduzidos em periodos

até 21 dias de imersdo em agua DI.

Entre o segundo e o sétimo dia de imersdo observamos um aumento nos valores do pH, compativeis
com a liberagdo de silicatos para a solu¢do e protonagdo da superficie dos hibridos, conforme
descrito por Hench (1991). Outro evento que pode ter induzido o aumento do pH ¢ a dissolugdo de
parte do PVA dos hibridos para a solugdo, com o conseqiiente aumento da concentracao de cargas

OH..

6.2 Ensaio in vitro de Degradagdo em Meio Aquoso

Os resultados obtidos através das medidas da massa nos ensaios de degradacdo mostraram

diminui¢do progressiva da massa dos hibridos com o aumento do periodo de imersdo em agua
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deionizada. Pelo grafico apresentado na figura 6.2 percebemos que para todas as concentragdes de
glutaraldeido utilizadas ocorreu perda de massa no periodo estudado, sendo que a parcela mais

significativa de perda da massa ocorreu nos quatro primeiros dias de imersao.

A partir disso podemos evidenciar na figura 6.2 duas regides distintas indicadas como R1 e R2,
onde inicialmente ocorre degradagdo a uma taxa mais elevada (R1), a partir do qual uma segunda
regido descreve um comportamento onde a taxa da perda de massa passa a ser de menor intensidade
(R2). As taxas correspondentes a perda de massa nas regides R1 e R2 sdo apresentadas na tabela

6.1, pelos indices K1 e K2

R2 1

|

NH OH I

§oNHOH 4 3

|

@ |

- :; |

9 \i ................................... ; Ga5% |

: e g 035%
e Ga 1%

# ........ Ga_q,_fs%...§
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b |

|

T T T T ' ! ' ! '
8 12 16 20

tempo (dias)

Figura 6.2 — Gréfico obtido através de ensaio de degradagdo realizado em amostras de PVA-BaG
reticulados com GA, nas concentragdes de (a) 0% p/p, (b) 0,5% p/p, (¢) 1,0% p/p, (d) 5% p/p e (e)
5% p/p estabilizadas com solu¢do de NH4OH, conduzidos em periodos de até¢ 21 dias de imersao
em agua DI. R1 ¢ o periodo que compreende taxa inicial de perda de massa e R2 ¢ o periodo onde

as taxas de perda de massa mudam para um segundo regime de dissolu¢do com estabilizacao.
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A tabela 6.1 apresenta um resumo dos resultados obtidos para o ensaio de degradagdo em agua DI.
As taxas de degradacdo foram definidas como K; e K, e correlacionadas aos periodos de imersao

R1 e R2, respectivamente, sendo calculadas através da Eq. (2)

AM
K="o 2
A (2)

onde AM ¢ a variacdo da massa seca durante um periodo At de imersao no meio de degradacao.

Tabela 6.1 — Resumo dos Indices de Degradacio de Hibridos PVA-BaG

[ ] de Glutaraldeido (% p/p)

5,0
0,0 0,5 1,0 50 Estabilizado
c/ NH,OH
K1 (% massa / dia) -18 -10 -9 -9 -3
K2 (% massa / dia) 0,0 -0,7 -0,4 -0,2 -0,1
Perda de massa no 49 4 39 35 10

t oo (t > 20dd) (%0)?
mys (horas)” 25 49 71 64 -

* Valor em que a porcentagem da massa dos hibridos permanece constante.
® Tempo estimado em que a massa dos hibridos atinge o valor de 75% da massa seca inicial.

As amostras sintetizadas sem glutaraldeido apresentaram perda de massa mais acentuada para todos
os periodos de imersao estudados, se comparadas com as amostras reticuladas com glutaraldeido.
Este resultado sugere que a alta densidade de ligagdes cruzadas entre as cadeias poliméricas formadas
pelo agente de reticulagdo proporcionou mais estabilidade estrutural e diminuiu a taxa de
degradacgdo dos hibridos (BERGER, et al., 2004; WANG, 2004). O esquema mostrado na figura 6.3
representa o agente reticulante formando as ligacdes entre as cadeias poliméricas e os elementos

utilizados no preparo do biovidro dispersos nesse reticulado, formando a estrutura do hibrido.

A adigdo de glutaraldeido na concentragdo de 0,5% (p/p) em funcdo da massa de PVA utilizada no
preparo dos hibridos foi suficiente para promover uma reducao significativa na perda de massa para
os quatro primeiros dias de imersdo, tendo no decorre do periodo estudado uma perda de massa de
menor intensidade e estabilizagdo da massa em torno 58% do valor da massa seca inicial, por volta

do décimo sexto dia de imersdo.
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Figura 6.3 — Esquema da estrutura dos hibridos PVA-BaG reticulados com GA formando as pontes

entre as redes poliméricos com a matriz inorganica dispersa na matriz polimérica.

As amostras preparadas com 1% (p/p) de glutaraldeido tiveram perda de massa com valores finais
da massa em torno de 61% da massa seca inicial apds 21 dias de imersdo. Ja para as amostras
preparadas com 5% (p/p) de glutaraldeido, que representa uma elevada quantidade de reticulante,
apresentaram apos 21 dias de imersdo valores em torno de 64% da massa seca inicial, com

estabilizacdo desse valor iniciada préximo ao oitavo dia de imersdo.

Amostras preparadas na mesma concentracdo de 5% (p/p) de glutaraldeido e submetidas a
tratamento de estabiliza¢do com solugdo 0,3M de NH4OH mostraram no ensaio de degradacao apos
21 dias de imersdo, massa final de aproximadamente 90% do valor da massa inicial, reduzindo
significativamente a perda de massa para a solucdo de teste, se comparado com amostras sem

tratamento com NH4OH.

As figuras 6.4, 6.5 e 6.6 mostram a variagdo das taxas e perdas de massa, para os hibridos avaliados.
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Figura 6.4 — Variagdo da taxa de perda de massa K1 de hibridos PVA-BaG em funcao da
concentragdo de GA utilizado, para amostras preparadas nas concentracdes de 0% p/p a 5% e de
amostra reticulada com 5% p/p de GA e estabilizada com solucdo de NH4OH, apresentada no

periodo inicial R1 de imersdao em agua DI.
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Figura 6.5 — Variagdo da taxa de perda de massa K2 de hibridos PVA-BaG em funcao da
concentragdo de GA utilizado, para amostras preparadas nas concentracdes de 0% p/p a 5% e de
amostra reticulada com 5% p/p de GA e estabilizada com solucdo de NH4OH, apresentada no

periodo inicial R2 de imersdao em agua DI.
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Figura 6.6 — Fra¢do de massa presente apds 21 de imersdo em adgua DI em fun¢do da concentragdo
de GA utilizado, para amostras preparadas nas concentragdes de 0% p/p a 5% de GA e de amostra

reticulada com 5% p/p de GA e estabilizada com solu¢do de NH4OH.

Quando comparado o valor da massa dos hibridos antes e apds o tratamento estabilizador,
percebemos que as amostras ao final do tratamento apresentaram perda de massa em torno de 30%,
indicando que o tratamento estabilizador foi capaz de atuar nos hibridos de maneira a remover parte
do material susceptivel ao ataque degradativo. Burkersroda et. al. (2002) avaliando a degradacao
dos polimeros poli (acido lactico) e poli (4cido latico-co-acido glicolico) em solucdo com pH
alcalino também verificou modificagdo no perfil de erosdo dos polimeros com aumento na taxa de
perda de massa. Por outro lado a perda de massa durante os ensaios de imersdo em agua deionizada,
para amostras tratadas com NH4OH, foi de menor intensidade, ou seja, o material se apresentou

mais estavel.

Considerando as fases constituintes dos hibridos estudados cada uma apresenta individalmente

comportamento de degradagao/dissolugao distinto.

Segundo Cerruti et. al. (2005) os modelos mais comuns para dissolu¢do do vidro bioativo sdo os

modelos heterogéneo e homogéneo. No modelo heterogéneo, em um primeiro estidgio a extra¢ao de
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silica e alcalis varia com a raiz quadrada do tempo, e a troca de alcalis com prétons da solugao
dominam a dissolugdo. Durante o segundo estagio da dissolugcdo heterogéneo, a extracdo ¢ linear
com o tempo, e a dissolugdao da rede predomina. No modelo homogéneo, ¢ proposto que o liquido
reaja com as particulas durante todo o tempo, atuando por meio de uma reacdo homogénea de

primeira ordem.

Para Mallapragada & Peppas (1996) o PVA como polimero semicristalino soluvel em agua
apresenta comportamento em meio aquoso onde a parte cristalina do polimero se desdobra e se

junta a fase amorfa, que também sofre distensao das cadeias, o que leva a dissolucdo do polimero.

Por outro lado, compdsitos nanoestruturados constituidos de polimeros degradaveis e camadas de
silicato, frequentemente exibem alteragdes em varias propriedades, se comparados com os
polimeros puros. Dentre as modificacdes importantes nas propriedades se destaca o aumento na
degrada¢ao (RAY & BOUSMINA, 2005). Entretanto polimeros soluveis em 4dgua como o PVA
podem se tornarem menos soluveis através de introdugdo de ligagdes cruzadas hidroliticamente

instaveis (MERKLI et. al., 1998).

Tomando por base os resultados de degradacdo, o presente trabalho mostra que o comportamento
dos hibridos durante a imersdo em dgua DI indicou claramente a presenga de dois estagios de perda
de massa, cuja taxa de perda ¢ influenciada pela concentragdo de glutaraldeido utilizada. Entretanto
a partir de determinada concentragao de glutaraldeido esse efeito ¢ suprimido, conforme mostram os
graficos das figuras 6.4 e figura 6.5, que relacionam a taxa de degradagdo K1 e K2 em fungdo da
concentragdo de glutaraldeido, referente ao periodo inicial R1 e ao periodo final R2,
respectivamente e o grafico da figura 6.6 que correlaciona a fragdo da massa seca presente ao final

de 21 dias de imersdao em funcao da concentracao de glutaraldeido utilizada.

6.3 Caracterizacdo Termogravimétrica do Sistema PVA-BaG-GA

A obten¢do de materiais hibridos preparados a partir do processo sol-gel representa um enorme
desafio tecnoldgico, se tomarmos como base os inlimeros pardmetros envolvidos. A complexidade
das etapas envolvidas na sintese do material pode levar a obten¢do de materiais com estruturas
diversas, sendo imperativo o levantamento das propriedades que permitam estabelecer se as

caracteristicas fisicas e quimicas foram alcangadas.
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Buscando estudar as caracteristicas relacionadas as composi¢des quimicas dos hibridos produzidos
nesse trabalho, cuja constitui¢do apresenta parte organica e parte inorganica, foram realizadas
andlises térmicas. Os resultados apresentados na figura 6.7 referem-se a porcentagem de material
organico e de material inorganico calculados pela perda de massa ocorrida com o aumento da

temperatura até 550°C.

Os valores obtidos indicam que as fragdes entre as fases organica e inorganica foram efetivamente
alcangadas para hibridos PVA-BaG reticulados com glutaraldeido em concentragdes de até 5%
(p/p). As uUnicas amostras que apresentaram divergéncia referem-se as amostras tratadas com
NH4OH, sugerindo que a neutralizagao tenha removido maior parcela da fase inorganica. Entretanto
em ambiente alcalino ¢ de se esperar que ocorra hidrélise do PVA, onde uma molécula de éster ¢
rompida resultando em um grupo alcool. Dessa forma pode ser observado que a utilizacdo de
glutaraldeido representou papel efetivo na formagdo de ligagdes que promoveram diminui¢ao na

degradacao do PVA.
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Figura 6.7 — Grafico mostrando as porcentagens de material organico/inorganico dos hibridos PVA-

BagG reticulados com GA em fragdes de até 5% p/p.
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Os hibridos foram também avaliados em fun¢do da temperatura através de analise térmica, sendo a
perda de massa registrada para amostras na temperatura ambiente (25 + 2°C) e para aquecimento
das amostras até as temperaturas de (110 = 5)°C e (550 + 5)°C, conforme o procedimento descrito
na secao 4.4.3 do capitulo 4. Para a faixa de temperatura estudada a perda de massa ¢ apresentada

na figura 6.8.

—u—0% GA
] —e— 1% GA
100w 5% GA
N —v—5% GA - NH,OH
80
S
@
B 604
@®©
= ]
(]
©
© 40
B
()
g .
20
0 T T T T T T T T T T T 1

100 200 300 400 500 600

Temperatura ( °C)

Figura 6.8 —Andlise térmica mostrando a massa em func¢ao da temperatura, para hibridos com razao
PVA-BaG igual a 70/30 preparadas nas concentragdes de 0% p/p a 5% de GA e de amostra
reticulada com 5% p/p de GA e estabilizada com solucdo de NH4OH.

Pela figura 6.8 observamos que as amostras perderam em aquecimentos até a temperatura de 110 °C
valores de massa que variaram entre 10 e 40% da massa umida de equilibrio. Essa faixa de
temperatura normalmente € associada a quantidade de dgua e dlcool residuais do processo de sintese
(XU et. al., 2004) cujos valores foram influenciados pela adi¢ao de glutaraldeido nos hibridos e pelo

tratamento realizado com NH4sOH.

Como ¢ de se esperar a reticulagao com glutaraldeido favorece a formagao de géis com capacidade
de armazenar volumes significativos de dgua na estrutura polimérica reticulada (DAI & BARBARI,
1999). Além disso, o vidro bioativo também apresenta carater hidrofilico relacionado a presenca da

condensagdo dos atomos de silicio, formando redes inorganicas (ROOHANI-ESFAHANI et. al.,
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2011). Essas caracteristicas justificam os valores elevados de perda de massa até a temperatura de

110 °C.

Por outro lado, amostras tratadas com solu¢do de NH4OH apresentaram indices menores de perda
de massa se comparadas com as demais amostras. Essa redugdo pode ter sido influenciada pelas
reagOes quimicas envolvidas na solugao alcalina de NH4OH que devem ter atuado na estrutura dos
hibridos PVA-BaG, no sentido de hidrolisar o polimero e o vidro bioativo, removendo parte da

massa para o meio de estabilizacdo.

A perda de massa dos hibridos ocorrida na faixa de temperatura entre 110 ¢ 550°C mostra uma
tendéncia para valores da massa final proximos a 20% em relacdo a massa imida de equilibrio.
Nessa faixa de temperatura a perda de massa pode ser atribuida a decomposi¢ao simultdnea do PVA
(HOLLAND & HAY, 2001), de residuos de alcoxidos, precursores de silicio e fosforo, e dos
residuos organicos do surfactante utilizado. Como todos os hibridos testados apresentavam a mesma

razdo PVA/BaG ¢ de se esperar valores da massa residual proximos.

A excecdo fica a cargo das amostras tratadas com solugdo estabilizadora, que como ja comentado,
possivelmente devem ter tido parte de sua estrutura removida durante o processo de neutralizagdo, o

que justifica os valores de massa residual em torno de 20% da massa umida de equilibrio.

Complementando a andlise térmica, foi feita a queima dos hibridos preparados nas concentracdes de
até 5% de GA em amostras submetida ao ensaio de degradagcdo com agua deionizada pelo periodo
de 7, 14 e 21 dias. Os valores obtidos foram comparados com aqueles obtidos antes da degradacdo e

sdo apresentados na figura 6.9, 6.10 ¢ 6.13 e na tabela 6.2.
Os resultados foram calculados considerando a massa apos secagem em estufa por 24 horas na
temperatura de 110 °C como sendo a massa inicial M; e a massa residual Mg como sendo a massa

remanescente da queima em forno mufla apds uma hora na temperatura de 550 °C.

O calculo da porcentagem de residuo inorganico (%) Rinorg. das amostras foi feito através da Eq. (3)

M
()R oy = T x100 3)

inorg.
|
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Os valores apresentados na figura 6.9, 6.10 ¢ 6.13 e na tabela 6.2 também levaram em consideracao
os dados plotados na figuras 6.2, referentes a perda de massa por imersao em agua DI, definida
como AM, que foi calculado usando a Eq. (1) para os varios periodos de tempo estudados. A partir
disso foram calculadas as fragdes de inorganico Fin. € as fragdes de organico Fo utilizando as

equacdes Eq. (4) e Eq. (5), respectivamente.

Finorg. = (1 00— AM) x (%)R (4)

inorg.

Forg. = AM - Finorg. (5)

Os resultados indicam que apds 7 dias de imersdo em agua DI os hibridos apresentaram valores de
perda da fase inorganica em torno de 15% para amostras sem reticulante e para amostras reticuladas
com 1% e 5% de glutaraldeido. Por sua vez a fase organica apresentou perda maior para amostras
ndo reticuladas e diminui¢do na perda da fase organica similar para amostras reticuladas com 1% e
5% de glutaraldeido. Amostras de hibridos tratadas com NH4OH apresentaram perda menor da fase
organica quando comparadas com as amostras anteriores ¢ perdas maiores da fase inorganica

conforme mostra a figura 6.9.

Tabela 6.2 — Fragao de material organico/inorganico dos hibridos apds periodos de até 21 dias de

degradagdo em agua DI

Inorgéanico Organico

[ 1de Gl ldeid Tempo de Imersdo (dias)
¢ Glutaraldeido

% p/

orip) 0o 7 21 (;/AO) 0o 7 21 (;2)
0 3116 17 46 69 36 34 50
! 31 17 16 49 69 48 45 35
5 30 15 15 50 70 51 50 29
5 - NH,OH 24 12 12 49 76 49 50 35

A - redugdo percentual ocorrida no periodo de 21 dias

Para o periodo de 21 dias os resultados mostram estabilidade da massa da fase inorganica para os
hibridos estudados. Em relagdo as massas da fase orginica foi observada estabilidade para as

amostras com excecao para os hibridos preparadas com 1% (p/p) de GA. Esses resultados indicam
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que degradagdo em meio aquoso ocorre em grande parte nos primeiros sete dias de imersao, sendo a

fase inorginica degradada de maneira similar para concentragdes até¢ 5% (p/p) de GA. Por outro

lado a fase organica apresentou perdas que diminuiram com o aumento da concentracdo de GA,

conforme pode ser observado pelos graficos das figuras 6.9, 6.10, 6.11 ¢ 6.12.
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Figura 6.9 — Grafico mostrando a perda de massa em porcentagem de organico/inorganico dos

hibridos PVA-BaG reticulados com GA em até 5% p/p, apds 7 dias de degradacdo em agua DI.
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Figura 6.10 — Grafico mostrando a perda de massa em porcentagem de organico/inorganico dos

hibridos PVA-BaG reticulados com GA em até 5% p/p, apds 21 dias de degradagdo em agua DI.
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Figura 6.11 — Grafico mostrando a perda de massa ocorrida apos 7 dias de degradacdo em meio

aquoso e a fracdo de inorganico presente nesses hibridos em funcao da concentragdo de GA.
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Figura 6.12 — Grafico mostrando a perda de massa ocorrida apds 21 dias de degradagdo em meio

aquoso ¢ a fragdo de inorganico presente nesses hibridos em fun¢do da concentracio de GA.
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Figura 6.13 — Fracdo de material organico e inorganico presente nos hibridos PVA-BaG reticulados
com GA em concentragdes de até 5% (p/p), apos ensaio de degradagdo em agua DI por periodo de

até 21 dias.

6.4 Analise quimica elementar por Espectroscopia de Energia Dispersiva de Elétrons

Os resultados obtidos por EDS realizado na superficie dos hibridos preparados nas varias
concentragdes de glutaraldeido e conduzidos apds os periodos de imersdo estudados detectaram
picos referentes aos elementos silicio, calcio e fosforo com residuos de cloro e sddio, indicados na

figura 6.14.

O EDS dos hibridos também indicou que a concentrac¢do atdmica de Ca para os hibridos submetidos

ao ensaio de degradacdo apresentou reducao dos seus valores apos 2 e 21 dias de imersao.
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No tempo zero, antes da imersdao dos hibridos em meio aquoso, os espectros de EDS apresentaram
concentragdo de silicio na superficie dos materiais em torno de 25% p/p, ou seja, menor do que a

concentra¢do utilizada a partir das fracdes iniciais dos reagentes durante o processo de sintese, que

foi de Si-58%; Ca-33% e P-9%.

Esse resultado pode ser explicado porque no preparo dos hibridos foi utilizado na sintese o cloreto
de calcio como reagente para a incorpora¢do de calcio. Para a adicdo de 33 % de calcio serad
introduzido nos hibridos a fracdo correspondente de cloro, ou seja, para 33 gramas de célcio
introduzidas serdo introduzidas 58,6 gramas de cloro. Dessa forma, quando consideramos as fragdes
dos elementos silicio, fosforo, calcio e cloro, os valores percentuais passam a ser 36,6%; 5,7%;

20,8% e 36,9%, respectivamente.
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Figura 6.14 — Espectro EDS de amostras de hibridos PVA-BaG (a) antes e apos periodo de (b) 2
dias e (c) 21 dias de degradagdao em H,O DI.

As diferengas observadas podem ter também relagdo com a presenga de PVA na superficie da area
em analise, além da presenca dos elementos cloro, proveniente do acido cloridrico utilizado no
controle do pH e do elemento sodio presente no surfactante adotado. A presenca desses elementos

pode ter contribuido para essa divergéncia em relagdo as concentragdes iniciais.
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Dessa forma os resultados obtidos por EDS para as amostras de hibridos PVA-BaG-GA antes ¢
ap6s ensaio de degradagdo sdo apresentados na tabela 6.3 como a razdo dos elementos calcio,

fosforo e cloro em relagdo a concentragdo em peso de silicio.

Tabela 6.3 — Razao dos elementos Ca, P e Cl em func¢ao do silicio (% p/p)
[ ] de Glutaraldeido

(% p/p) 0,0 1,0 5,0
Tempo de Imersao (dias)
~ -A -A -A
Razao 0 21 (%) 0 21 (%) 0 21 (%)
CalSi 1,30 0,51 60 1,70 0,29 83 1,32 0,22 83
P/Si 0,09 0,05 45 0,09 0,05 40 0,08 0,06 34
Cl/Si 1,62 0,06 96 1,15 0,06 95 1,46 0,09 94

A razdo entre as concentragdes em peso de Cl e Si, apds os periodos de imersdo apresentaram
valores praticamente constantes, conforme indica a tabela 6.3. A exceg¢do fica a cargo das amostras
com 5% de GA, cuja razdo cloro/silicio ficou maior do que aquela observada para as demais
concentragdes de GA utilizadas, sugerindo que o cloro possa ter ficado retido na estrutura
polimérica com maior grau de reticulagdo. Como ¢ de se esperar, pois o hibrido deve comporta-se

com menor potencial de degradacdo a medida que aumenta a concentragdo de GA.

Da mesma forma a tabela 6.3 também mostra redu¢do da razdo entre o fosforo e o silicio apds 21
dias de imersdo, sendo a reducdo menor a medida que aumenta a concentracdo de glutaraldeido
utilizada. A razdo entre o calcio e o silicio apresentou valores menores ap6s 21 dias de imersao dos
hibridos para todas as amostras estudadas. A reducdo foi em torno de 80% para amostras preparadas
com 1 e 5% de glutaraldeido. Amostras preparadas sem glutaraldeido tiveram 60% menos célcio
apos 21 de degradagdo, o pode sugerir redeposicao de calcio na superficie dos hibridos preparados

sem glutaraldeido.
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6.5 Morfologia dos Hibridos PVA-BaG-GA Apds Degradacdo em Meio Aquoso

As imagens obtidas por microscopias eletronica de varredura mostradas das figuras 6.15 a 6.20
apresentam uma sequéncia com aspectos morfologicos dos hibridos PVA-BaG preparados nas

varias concentracdes de glutaraldeido antes e apds 2 e 21 dias do ensaio de degradagao.

A figura 6.15 mostra imagens de MEV de hibridos preparados sem glutaraldeido com aumentos de
5000 e 10000x, antes e apoOs os periodos de 2 e 21 dias de degradacdo. A figura 6.16 apresenta em
destaque regido desses hibridos, preparados sem glutaraldeido, evidenciando a presenca de

particulas aglomeradas depositadas na superficie da parede dos poros.

Nas figuras 6.17 e 6.18 sdo mostradas imagens de hibridos preparados com 1% p/p de glutaraldeido,

que apresentaram regioes com diferentes aspectos morfoldgicos durante o periodo de degradacao.

A figura 6.19 refere-se a imagem de MEV de hibridos preparados com 5% p/p de glutaraldeido,
antes ¢ ap6s os periodos de 2 e 21 dias de degradacdo. Um resumo das imagens dos hibridos
preparados sem glutaraldeido e de hibridos preparados com as concentracdes de 1 e 5% p/p, antes e

apo6s o ensaio de degradagdo ¢ mostrado na figura 6.20.

As imagens tomadas antes e apos os periodos de imersdo permitiram destacar alguns aspectos
morfologicos das amostras submetidas aos ensaios de degradagdo. Em aumentos de 10000X
percebemos pelas figuras 6.15 e 6.20A que amostras preparadas sem agente reticulante
apresentaram antes do processo de imersdo em agua deionizada superficie da parede dos poros com

presenga de estrias descritas na forma de linhas cruzadas, estabelecendo o formato de uma teia.

Hé grande similaridade quando comparado o padrao apresentado nas imagens da figura 6.15 com o
apresentado para vidros bioativos ou materiais recobertos com vidro bioativo. O aspecto desses
materiais ¢ grandemente influenciado pela elevada porosidade caracteristica dos vidros bioativos
preparados pelo processo sol-gel, que durante a contragdo resultante da etapa de secagem leva a

formacao de trincas.
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15 kV x5.000 Demet/UFMG 15 kv x10.000

Figura 6.15 — (A) MEV de hibrido PVA-BaG preparado sem reticulacio com glutaraldeido; e
amostra anterior submetida a processo de degradagcdo em agua DI por periodo de (B) 2 dias e (C) 21
dias. As imagens (D), (E) e (F) representam ampliacdes das figuras “A”, “B” e “C”,

respectivamente.
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A partir disso podemos sugerir que durante a secagem dos hibridos PVA-BaG possa ter ocorrido
contragdo, e pelas caracteristicas elasticas do polimero, aliada a rigidez do vidro bioativo, as forgas
possam ter sido dissipando através da superficie. Esse processo pode ter criando regides projetadas
na forma de estrias, que ap6s a imersdo em agua deionizada e a consequente degradacdo da

estrutura, deixou impressodes sub-superficiais conforme apresentado nas figuras 6.15 e 6.20D.

Ap6s 21 dias de imersdao em agua DI notamos em aumentos de 10000x a superficie dos hibridos de
aspecto mais regular, dando a impressdo de ser mais plana e apresentando particulas depositadas.
Esse particulado foi caracterizado como tendo tamanho médio em torno de 800nm, cuja analise por

EDS, ndo mostrado, indica como principal constituinte o elemento calcio.

Além disso, pode ser notado nas figuras 6.15 e 6.20D a presenca de alguns poros na escala
nanométrica, formando um percurso compativel com o trajeto apresentado pelas estrias descritas

antes da imersao em agua deionizada.

Na figura 6.16 a imagem de hibrido PVA-BaG preparado sem agente reticulante evidencia a
superficie que delimita um poro apresentando depdsito de particulas, que em maior aumento se
mostra como aglomerados de particulas com dimensdes inferiores a 1 pum. O resultado da andlise

por EDS na regido do particulado indicou se tratar de célcio.
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Figura 6.16 — (A) MEV de hibrido PVA-BaG preparado sem reticulagdo com glutaraldeido
submetida a processo de degradacdo em agua DI por periodo de 21 dias. Em (B) pode ser vista
ampliagdo de “A” e (C) apresenta espectro EDS realizado na regido dos aglomerados vistos em “B”

com valores indicados na tabela.

Para as amostras dos hibridos PVA-BaG reticulados com 1% de glutaraldeido percebemos nas
figuras 6.17 e 6.20B que esses hibridos apresentaram antes do processo de imersao em agua
deionizada presenga de particulado fino com tamanho variando de alguns nanOmetros até
aproximadamente 2 um, particulado esse depositado por toda a superficie da parede do poro e

também identificado como célcio, conforme andlise por EDS.
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15 kV x5.000 Demet/UFMG 15 kv x10.000 lpm Demet/UFMG

15 kv x5.000 15 kV x10.000

Demet/UFMG

Figura 6.17 — (A) MEV de hibrido PVA-BaG preparado na concentracao 1% p/p de glutaraldeido;
(B) ampliacao da figura “A”. Em (C) as amostra anteriores submetidas a processo de degradacao
em agua DI por periodo de 2 dias, (D) detalhe ampliado da regido indicada pelo quadrado em “C” e

(E) ampliagdo da regido indicada pela seta.
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Decorridos 21 dias do ensaio de degradagdo, pela analise da superficie vemos na imagem da figura
6.18A presenca de regides com aspectos distintos. As ampliagdes indicadas nas figuras 6.18B,
6.18C e 6.18D apresentam trés das regides com caracteristicas diferentes. A figura 6.18C mostra
imagem do hibrido que sugere regido com modificagdes iniciais na superficie. Na figura 6.18D esté
mostrada regido com processo degradativo em estagio intermediario e a figura 6.18B apresenta
regido com indicativo de modificagdes na superficie que se projetaram para camadas mais
profundas. Essas diferengas apresentadas podem ter relagdo com a reticulagio promovida pela

adi¢do do glutaraldeido, que dependendo da concentracdo utilizada reagiu de maneira heterogénea.

15 kV x5.000

Y
X

15 kV x5.000 Demet/UFMG

15 kV x5.000

Figura 6.18 — (A) MEV de hibrido PVA-BaG preparado na concentragdo 1% p/p de glutaraldeido
submetidas a processo de degradacdo em dgua DI por periodo de 21 dias; (B), (C) e (D)

representam os detalhe ampliados das regides indicadas em “A”.
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Pela analise morfologica das amostras dos hibridos PVA-BaG reticulados com 5% de glutaraldeido
fica evidente nas figuras 6.19 e 6.20C a presenca de uma superficie com padrao mais regular,
homogéneo e textura fina sem presenga de depositos. Apds 21 dias de imersdo aparecem por toda a
superficie dos hibridos poros com tamanho da ordem de 1 um (figura 6.19C) e regides com aspecto
de ataque degradativo puntual em um padrao poroso interconectado, conforme mostrado nas figuras

6.19 e 6.20F cujas dimensdes basicas atingem valores em torno de 15um.

Através da andlise das figuras 6.16 a 6.20 pode ser sugerido que durante o ensaio de degradagado, as
amostras preparadas sem utilizagdo de agente reticulante devem ter sido submetidas a degradacgao
caracterizada pela erosdo homogénea, ou seja, perda da estrutura volumétrica do hibrido

(GOPFERICH, 1996; BREITENBACH et. al., 2000).

Esse fato se fundamente na medida em que o material € soltivel em agua e foi sujeito a degradagdo
em meio aquoso. Além disso, como a reticulagdo com GA nado ocorreu na integralidade do volume
do polimero, podemos sugerir que deve ter ocorrido estabilizacdo da fase com menor potencial de

ser erodida, representada pelo BaG.

Outro fator a ser observado € que o preparo das amostras para realizagdo do MEV contemplou
secagem em dessecador. Esse evento ¢ capaz de promover a contracdo do material em grande escala
e resultar em imagens com aspecto bastante regular além da elevada concentracdo de silica na

superficie.

Para os hibridos preparados com 5% de GA ¢ razoavel imaginar que devem se comportar como
hidrogéis de PV A reticulado, tendo a fase biovidro dispersa pela matriz polimérica. Com o decorrer
do periodo de imersdo a fase mais propicia ao processo degradativo ¢ atacada pelo meio aquoso e
apods a secagem o aspecto descrito mostra a presenca de vazios. Esses achados sugerem a ocorréncia
de processo de degradagdo caracterizado por erosao heterogénea onde a perda de material ocorre a

partir da superficie do material (GOPFERICH, 1996; BREITENBACH et. al., 2000).
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Figura 6.19 — (A) MEV de hibrido PVA-BaG preparado na concentragdo 5% p/p de glutaraldeido; e
amostra anterior submetida a processo de degradacdo em agua DI por periodo de (B) 2 dias e (e) 21
dias. As imagens (C) e (F) representam detalhe ampliado das regides indicadas pelos quadrados em

“E” e (D) mostra ampliagdo da figura “F”.
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15kV x10.000 Demet/UFMG

Demet/UFMG 15kV  x10.000

15kV  x10.000 Demet/UFMG

Figura 6.20 — MEV de hibridos PVA-BaG preparados com as concentracdes de (A) 0% p/p; (B) 1%
p/p e (C) 5% p/p de glutaraldeido e imagens (D), (E) e (F) para amostras dos hibridos (A), (B) e (C)

respectivamente, apds serem submetidas a processo de degradagao pelo periodo de 21 dias.

A medida que aumenta o tempo de imersdo, poros criados pela remo¢ao do BaG, além de poros
internos na parede, bem como a fase amorfa do polimero nao reticulada pelo GA podem se

apresentar através de evidente erosdo porosa. Além disso, de acordo com trabalho de Wu & Brazel
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(2008), hidrogéis de PVA com elevado nimero de ligacdes cruzadas em sua superficie

apresentaram uma tendéncia de ruptura durante o processo de inchamento.

Finalmente as alteragdes morfologicas observadas nos hibridos apos a realizacdo do procedimento
de neutralizagdo com solugdo de NH,OH 0,3M sdo mostrados figura 6.21. E possivel perceber que
em periodos curtos de tempo as paredes dos hibridos apresentaram estrutura com aspecto de bolhas
rompidas e a superficie passou a se apresentar com aspecto enrugado. Esses achados sugerem que a

solugdo alcalina foi capaz de promover hidrolise do PVA.

15 kV x1.000 15 kV x5.000 Demet/UFMG

Figura 6.21 — (A) MEV de hibrido PVA-BaG preparado na concentragdo 5% p/p de glutaraldeido e
submetidos a estabilizacdo com solu¢do de NH4OH 0,3M por 1 minuto. As imagens (B) e (C)

mostram ampliagdes das regides da parede de poro e da superficie de poro, respectivamente.
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6.6 Caracterizacao por FTIR de Hibridos PVA-BaG-GA Apo6s Degradacéo

As figuras 6.22, 6.23 e 6.24 mostram espectros FTIR respectivamente para amostras antes e apds
ensaio de degradacdo por 21 dias em agua DI de hibridos PVA-BaG sem agente reticulantes,
reticuladas com 5% de glutaraldeido antes e apds serem submetidas ao tratamento de estabilizagdo

com NH,4OH.
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Figura 6.22 — Espectro FTIR de amostras PVA-BaG preparados sem glutaraldeido (a) antes e (b)
apos ensaio de degradacdo pelo periodo de 21 dias, (c) Vidro Bioativo Puro e (d) PVA 80%
hidrolisado.

Na analise dos espectros temos que a banda observada entre 3550-3200cm™ pode ser atribuida a
ligagio OH e o pico centrado em 1640cm™ compativel com o dobramento do grupo OH e da 4gua
adsorvida. Percebemos na regido tracejadas das figuras 6.22 e 6.23 a nitida reducdo na intensidade

da banda OH ocorrida nas amostras apos imersdo por 21 dias em agua DI, que sugere a remogao de
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agua, PVA e vidro dos hibridos. Essa evidéncia fica marcante, inicialmente pelo processo de
degradacdo, que mostrou perda de massa em meio aquoso, de aproximadamente 49% para amostras
preparadas sem reticulante e 35% para amostras preparadas com 5% de glutaraldeido (p/p) de PVA,

ambos os valores tomando como referéncia a massa inicial seca até condigdo de massa constante.
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Figura 6.23 — Espectro FTIR de amostras PVA-BaG reticuladas com 5% p/p de glutaraldeido (a)
antes e (b) apds ensaio de degradagdo pelo periodo de 21 dias, (¢) Vidro Bioativo Puro e (d) PVA
80% hidrolisado.

Além disso, a analise térmica até a temperatura de 110 °C indicou existéncia de fragdes residuais
das fases organica e inorganica com clara reducao tanto do polimero como do vidro. Se tomarmos
por base que tanto o PVA quanto o vidro bioativo apresentam caracteristicas hidrofilicas. Como
mostrado pela elevada quantidade de volateis presentes para amostras em condi¢do de umidade de

equilibrio, € de se esperar a reducdo ocorrida nas bandas relacionadas a hidroxila.
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Conforme indica a figura 6.8, os volateis removidos para aquecimento até a temperatura de 110°C
atingiram os valores de 30% para amostras ndo reticuladas e 50% para amostras preparadas com 5%
(p/p) de glutaraldeido. Essas redugdes devem estar relacionadas aos volateis presentes nos hibridos
associados a 4gua utilizada durante a sintese e ao alcool residual formado pela hidrolise do TEOS

utilizado como precursor de silicio.

Outros picos caracteristicos para o PVA sdo os assinalados em 2937 ¢ 2870cm™ referentes ao grupo

vCH e os picos 830cm™ do v(C-C) e 1461-1417cm™ do 8(CH)CH, (MANSUR et. al., 2004).

De acordo com as figuras 6.22, 6.23 ¢ 6.25 percebemos também a presenca de picos em 980cm™ e
em 1080cm’'; referentes as ligagdes Si-O-Si (COSTA et. al., 2008a; MANSUR & COSTA., 2008),
que se apresentam com maior intensidade quando comparados em relagdo com os picos
posicionados em 2937 ¢ 2870cm™ para os espectros submetidos a 21 dias de imersdo em agua DI

para avaliar a degradagdo.
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Figura 6.24 — Razao entre os picos dos espectros FTIR em fun¢do da concentragao de glutaraldeido
dos hibridos PVA-BaG para amostras submetidas a degradagdo por 21 dias. As razdes apresentadas

referem-se a (a) ISi-OH/IC-O; (b) ISi-O-Si/ISi-OH € (C) IOH/ICH.
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A identificag¢do das regides de absor¢do nos espectros FTIR associadas a silica e ao polimero PVA
foram analisadas. Para o PVA foram consideradas as bandas entre 3600-3200 cm'l, relacionada ao
grupo OH do alcool e as bandas entre 2900-2800 cm™ e 1250-1100 cm™ associadas aos grupos C-H
e C-O, respectivamente. Para o vidro bioativo as bandas estudadas foram as posicionadas entre,

1100-1000, 950-900 e 800-700 associadas respectivamente as ligagdes Si-O-Si, Si-OH e Si-O-Si.

Os dados das razdes entre os picos 3300 e 2900 cm™ e os picos 1080 e 950 cm™ apresentam faixa
de valores, quando comparados com hibridos sem reticulante, aumento para hibridos com 1% (p/p)
de GA e redugdo para 5% (p/p) de GA. Esses valores estdo de acordo com as analises de perda de
massa em meio aquoso, onde a perda de polimero foi menor com o aumento na concentragao de
reticulante utilizada e a perda de massa da fase inorganica foi constante. Para a relacdo dos picos
950 ¢ 1250 cm™ os valores se mostraram com aumento gradativo em fungio da concentragio de GA
utilizada, sugerindo que o processo degradativo atue de maneira a romper ligagcdes Si-O-Si,

removendo parte do silicio e resultando em maior niumero de ligacdes Si-OH.
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Figura 6.25 — Espectro FTIR de amostras PVA-BaG reticuladas com 5% p/p de glutaraldeido e
submetidas a tratamento estabilizador com soluc¢dao 0,3M de NH4OH (a) antes e (b) apos ensaio de

degradagdo pelo periodo de 21 dias; (¢) Vidro Bioativo Puro e (d) PVA 80% hidrolisado.
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Comparando os espectros das trés figuras percebemos um comportamento da banda localizada entre
1461-1417 cm™ se apresentando com maior intensidade relativa nos espectros da figura 6.25, que se
referem a amostras submetidas a tratamento de estabilizacdo com NH4OH. Essa maior intensidade
indica que a essa amostra apresenta maior relacdo entre a fase organica/inorganica, resultado
também encontrado através da analise térmica. Quando comparados os espectros para amostras
tratadas com NH4OH, levando em consideracao que a perda de massa ocorrida para os 21 dias de
imersdo foi aproximadamente 10% percebemos que a mudanga significativa fica pela redugao
expressiva do pico em 1080cm™; referentes as ligagdes Si-O-Si, confirmando a intensidade da

reacdo de NH4OH com a estrutura que resultou na redu¢do do vidro bioativo.

Os resultados se apresentam de acordo com os descritos por Pereira et. al., (2000), que embora nao
tenha sido utilizado o expediente da reticulagdo com glutaraldeido, permitiram sugerir as etapas de
degradagdo compostas por: (1) a estrutura do hibrido tem parcela do polimero hidrossoluvel ligada
pela fase inorganica multicomponente; (2) a introdugao de calcio e foésforo na fase silicato leva a
ruptura da rede inorgénica, formando uma estrutura mais aberta e com menos ligacdes cruzadas; (3)
sempre que esse tipo de hibrido ¢ inserido em ambiente aquoso, ocorre reacao hidrolitica com as
ligagdes Si-O-Ca, rompendo a rede inorganica e formando ligagdes Si-OH insaturadas; (4) a
dissolucdo da fase inorganica rompe as ligagdes cruzadas entre o silicato e a fase polimérica e (5) as

cadeias poliméricas entdo movem e se dissolvem.

6.7 Ensaio de Resisténcia Mecanica a Compressao

A figura 6.26 mostra a resposta ao esforco de compressdo em funcdo da deformagdo de espumas
hibridas de PVA-BaG reticuladas com glutaraldeido em até 5% (p/p) apds 21 dias de imersdo em
agua DI. As amostras submetidas a esses ensaios foram preparadas a partir da regido mais

homogénea dos hibridos e secas em dessecador até que fosse observado o equilibrio de massa.

O comportamento mecanico dos hibridos macroporosos PVA-BaG apds imersdo em agua DI por 21
dias se apresentaram frageis e romperam com valores de deformagdo inferiores a 10% do

comprimento inicial das amostras.

Por outro lado o comportamento das amostras reticuladas com GA nas concentragdes de 1 ¢ 5 %

(p/p) se apresenta consoante com aquele descrito por Gibson (2005), com regido inicial indicando
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aumento da tensdo proporcional a deformag¢do. Em seguida o grafico mostra um patamar
relacionado com o colapso pléstico e com o empilhamento das estruturas que delimitam os poros. O
comportamento final do grafico mostra aumento rapidamente da tensdo de compressdo em funcao

da deformacdo devido a densificagdo da espuma.

20 -

15

Tensao (MPa)
o
|

Deformacao (%)

Figura 6.26 — Curvas tensdo-deformacao tipicas obtidas por ensaio de compressao de hibridos PVA-
BaG preparados nas concentragdes de (a) 0% p/p; (b) 1% p/p; (c) 5% p/p de glutaraldeido e (d)
amostras preparadas com 5% p/p de glutaraldeido e tratadas com solucdo de NH4OH, apos serem

submetidas a processo de degradagao pelo periodo de vinte e um dias.

Quando s3ao comparadas a figura 6.26 e a figura 5.15 do capitulo anterior, fica marcante a
diminui¢do na resisténcia das amostras preparadas sem agente reticulante, que pode ser evidenciada
na interrup¢do do ensaio, ocasionada por ruptura ocorrida com valores inferiores a 5% de
deformacdo submetida pelas amostras. Esse valor de deformagdo foi dez vezes menor que a
deformagdo observada para amostras nas mesmas concentracdes, ensaiadas antes da imersdo no

meio de degradagao.

Considerando que amostras sem agente reticulante apresentam valores de degradacdo em torno de

50% da massa seca inicial, ap6s o periodo de 21 dias de imersdo, ¢ de se esperar redugdo
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significativa também nos valores de resisténcia. Aliado a isso pode ser acrescido o fato de se tratar
de estrutura porosa, cuja elevada degradacdo fragiliza ainda mais as matrizes. Isso pode ser
observado pelos valores do modulo de elasticidade que passaram de (0,6+0,21) MPa antes da
imersdo em agua DI para (0,1+0,07) MPA apo6s os 21 dias de degradacdo. Acompanhou a mesma

tendéncia de reducdo o limite de escoamento ¢ deformagdo no escoamento como apresentados na

tabela 6.5.

O gréfico da figura 6.27 mostra que apos 21 dias de imersdo em agua DI amostras submetidas ao
ensaio de compressdo apresentaram valores de limite de escoamento muito baixos para hibridos
preparados sem reticulante, em torno de 0,3 MPa. A adicdo de 1% (p/p) de glutaraldeido promoveu,
para amostras degradadas por 21 dias, aumento significativo do limite de escoamento para
aproximadamente 5,0 MPa, sendo que o valor obtido para amostras preparadas com 5% de

glutaraldeido foi da ordem de 5,6 MPa.

Limite de Escoamento (MPa)
w
|

T v T v T
0% 1% 5%

Concentracao de GA (p/p)
Figura 6.27 — Grafico mostrando os valores do limite de escoamento em fun¢do da concentragdo de
glutaraldeido utilizada no preparo dos hibridos PVA-BaG-GA, ap6s 21 dias de degradagdo em agua
DI

Quando comparados os valores do limite de escoamento obtidos para amostras antes e ap6s 21 dias

de degradagdo observa-se redugdes de 90%, 25% e 40% para amostras preparadas sem reticulante,

com 1% (p/p) e 5% (p/p) de glutaraldeido, respectivamente.
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Pelo grafico mostrado na figura 6.2, referente a perda de massa apds imersao em meio aquoso, pode
ser observado que a degradacdo em amostras preparadas com 1 e 5% (p/p) de GA foi semelhante
durante todo periodo do ensaio. Dessa forma ¢ aceitavel uma reducao similar nos valores do limite
de escoamento, entretanto as concentragdes de glutaraldeido atuaram de maneira a interferir na
estrutura formada do hibrido. Em concentragdes menores de GA ¢ previsivel a formagao limitada de
ligagdes cruzadas entre as cadeias poliméricas € manutencao de parte da estrutura do polimero livre
dessas ligacdes cruzadas. Essa parcela ndo ligada ¢ capaz de se cristalizar dadas as caracteristicas

semicristalinas do polimero.

De outra forma amostras preparadas com 5% (p/p) de GA devem formar estrutura polimérica mais
reticulada, o que resulta em material menos cristalino e com menores limites de escoamento. E
importante destacar que as mudancas ocorridas durante e apds a imersdo em agua envolveram o
inchamento e secagem do polimero, em tempo suficiente para permitir o rearranjo das cadeias e o
conseqiiente aumento da cristalizagdo do polimero. Essas modificacdoes sdo suficientes para

influenciar as caracteristicas mecanicas, conforme foi observado.
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Figura 6.28 — Grafico mostrando os valores da deformacdo no escoamento em funcdo da
concentragdo de glutaraldeido utilizada no preparo dos hibridos PVA-BaG-GA, apos 21 dias de

degradacao em agua DI.

A deformacgdo no escoamento ap6s 21 dias de degradacdo apresentou valores em torno de 4% para

hibridos preparados sem glutaraldeido, Com a adi¢ao de 1% (p/p) de glutaraldeido foi observado
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aumento da deformacdo no escoamento para 12% do comprimento inicial, apés o periodo de
degradacgdo. Para amostra preparadas com 5% de GA os valores da deformacdo no escoamento se
apresentaram em torno de 9%, valor menor que aquele indicado para amostras preparadas com 1%
(p/p) de GA, todavia conforme pode ser observado pelo grafico da figura 6.28, amostras preparadas
com 5% (p/p) de GA mantém aumento nos valores de compressdo mesmo apds o limite de
proporcionalidade, enquanto amostras preparadas com 1% (p/p) de GA tém queda nitida nesse
indice. Ou seja, embora os valores de deformag¢do no escoamento de apresentem maiores para
amostras com 1% (p/p) de GA ambas as amostras continuam a se deformar até as cargas maximas

utilizadas no limite de seguranga da maquina de ensaios.

Comparados os valores da deformagdo no escoamento apos 21 dias de degradagdo notamos que
houve redu¢do em torno de 50 % e de 40% para amostras preparadas sem reticulante e com 5%
(p/p) de GA, respectivamente. De outra forma, foi verificado aumento da deformagdo no
escoamento para amostras preparadas com 1% (p/p) de GA. Essa divergéncia nos valores estd
relacionada mais uma vez ao comportamento apresentado pelas curvas tensdo-deformacdo, onde
amostras preparadas com 1% (p/p) de GA apresentaram carater fragil e hibridos preparados com 5%

(p/p) de GA apresentaram carater elastico.
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Figura 6.29 — Gréfico mostrando os valores do mddulo de elasticidade em fun¢do da concentragao
de glutaraldeido utilizada no preparo dos hibridos PVA-BaG-GA, apés 21 dias de degradagdo em
agua DI.

103



A figura 6.29 mostra o grafico da porcentagem do mddulo de elasticidade de hibridos, ap6s ensaio
de degradacao versus a concentracao de glutaraldeido utilizada. Foi considerando como cem por
cento o modulo de elasticidade obtido antes do ensaio de imersdo em agua de amostra preparada
sem glutaraldeido. Os valores indicam que ap6s 21 de imersdo o modulo de elasticidade de amostra
preparada sem reticulante foi 20% do valor inicial. Os valores do mddulo de elasticidade com a
adi¢do de 1% (p/p) de GA foi de 90% e amostras preparadas com 5% (p/p) de GA foi de 125%,
indicando a influéncia das ligagdes cruzadas no comportamento mecanico apods processo de

degradagdo em meio aquoso.

Tabela 6.4 — Dados do modulo de compressdo axial, limite de escoamento e deformacdo no

escoamento para hibridos PVA-BaG-GA antes e ap6s 21 dias de imersdao em agua DI

Limite de Deformacéo no Mddulo de
[ ]GA (%) | Escoamento Escoamento Elasticidade
(MPa) (%) (GPa)
0 0,340,21 3,9+0,81 0,1+0,07
1 5,0£0,52 12,4+1,77 0,60,04
5 5,6+0,31 9,0+0,11 0,8+0,05
5 - NH,OH 6,0+£0,93 7,4+1,13 0,9+0,02

Considerando o principio de que as matrizes porosas devem suportar os esforcos a que estejam
submetidas, bem como se deformarem de maneira a preservar o material depositado dentro de seus
poros e ainda evitar o bombeamento do contetido celular presente no seu interior, pelo menos até
que o organismo do hospedeiro seja capaz de se regenerar a partir da matriz enxertada. As curvas
que se mostraram com caracteristicas mais favoraveis a esse propdsito foram as referentes aos
hibridos com maior concentragdo de reticulante. A tabela 6.4 mostra os valores para o moédulo de

elasticidade dos hibridos obtidos, calculados a partir das curvas apresentadas na figura 6.26.
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6.8. Caracterizacdo da Liberac&o de lons por Espectroscopia de Absor¢do Atdmica

Outra situacdo para avaliar a cinética de degradacdo dos hibridos refere-se aos testes para
quantificagdo dos elementos quimicos, apds o periodo de imersao em H,O DI, presentes nas
solucdes utilizadas nos ensaios de degradagdo. Para tal, as andlises feitas por espectroscopia de

absor¢do atomica, que apresentaram os resultados de acordo com a Figura 6.30.
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Figura 6.30 - Grafico mostrando valores obtidos por andlise quimica da solucdo de imersdo dos

hibridos, para os elementos Si e Ca, apds imersdo pelos periodos de tempo de até 21 dias.

Podemos perceber pelos ensaios de imersdo em agua deionizada que os fons Ca®*, para hibridos sem
agente reticulante, foram liberados nos 02 primeiros dias de imersdo a uma taxa quase trés vezes o
valor daquela liberada pelos hibridos reticulados com 1,0 e 5,0% de glutaraldeido. Além disso,
percebemos pelo grafico uma tendéncia da concentragio de Ca®" na solugio utilizada no ensaio de
degradagdo para os hibridos sem reticulagdo apresentar redugdo por volta do sétimo dia, atingindo
ao final dos 21 dias, valores proximos daqueles obtidos para os hibridos reticulado, sugerindo uma

possivel redeposicao na superficie dos hibridos, do calcio disponivel na solucao.

Para as demais composi¢des dos hibridos, que utilizaram glutaraldeido em sua composi¢do,

percebemos que a solucdo teve liberacdo gradual de célcio para o meio em fungdo do tempo de
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imersao, sendo a taxa de liberacdo menor para as maiores concentragdes de glutaraldeido utilizadas,

conforme mostra a tabela 6.5.

Tabela 6.5 — Taxas de liberacao de Si e Ca dos Hibridos PVA-BaG para meio de imersdo

[ ] de Glutaraldeido (% p/p)

Elemento
0,0 1,0 5,0
. R1 (mg / dia) 6,1 4,9 4,0
Silicio _
R2(mg / dia) 0,6 0,9 0,9
) R1 (mg/ dia) 175,1 90,1 89,8
Calcio )
R2 (mg / dia) -10,8 11,4 10,1

A concentragdo de Si nas solugdes de imersdo teve aumento gradativo dos valores obtidos por
absor¢do atomica, durante os periodos estudados, mas ¢ interessante destacar que esses valores
foram bem menores se comparados as concentragdes do elemento calcio, sugerindo a estabilidade

do silicio presente no biovidro, frente a0 meio aquoso.

A baixa concentracdo de silicio na solugcdo deve indicar maior dificuldade desse elemento ser
removido, resultado que ¢ realmente percebido através do processo de dissolucao e redeposi¢do em
sitios onde ¢ realizada introducao de implantes, de acordo com a cinética de bioatividade descrita
por Hench (1991), além da baixa liberacdo de silicio em concentracdes séricas observada para

ensaios in vivo.

6.9. Analise da Citotoxicidade e Viabilidade Celular Avaliada por Ensaio de MTT
A figura 6.31 mostra grafico de viabilidade celular através de MTT, para amostras de hibridos de

PVA-BagG reticuladas com 5% de GA estabilizadas com NH,OH em concentragdes que variaram de

0,075 a 0,750M, por periodo de tempo entre 1 a 10 horas.
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Ensaio de Viabilidade / contato — Células VERO x MTT
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Figura 6.31 — Grafico de viabilidade celular através de MTT, para amostras de hibridos de PVA-
BaG reticuladas com 5% de GA estabilizadas com NH40OH em concentracdes que variaram de

0,075 a 0,750M, por periodo de tempo entre 1 a 10 horas.

Os ensaios bioldgicos de MTT conduzidos nas amostras estabilizadas com NH4OH mostram que
em todos os periodos de tempo utilizados na estabilizagdo os resultados foram mais favoraveis para
amostras tratadas com solu¢do NH4OH na concentragao de 0,3M. As culturas mais viaveis foram
obtidas para amostras estabilizadas por periodos de 10 horas, tanto nas concentragdes de 0,3 como
para as concentracdes de 0,075M, cujos valores ficaram em torno de 50% dos valores obtidos para

os controles celulares.

As figuras 6.32A, 6.32B e 6.32C mostram imagens feitas por microscopia eletronica de varredura
dessas amostras estabilizadas com NH4OH, indicando a presenca de células aderidas a superficie

dos hibridos.
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Figura 6.32 — Micrografia de (a) amostras de hibridos de PVA-BaG-GA estabilizadas com NH,OH

0,3M por 10 horas ap6s ensaio em meio de cultura celular, (b) ampliagdo da regidao indicada em “a

e (¢) detalhe mostrando adesao celular.

Analisando os valores de viabilidade para amostras submetidas ao processo de degradagado a figura
6.33 mostra os resultados de MTT realizados através de contato direto dos materiais sintetizados
com as culturas de células e conduzidos em amostras de hibridos PVA-BaG-GA apds terem sido
submetidos aos ensaios de imersdo em agua DI, por periodos de até 21 dias. Essas amostras foram
comparadas com os valores de MTT para hibridos estabilizados por 10 horas com solugao 0,3M de

NH4OH.
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Ensaio de Viabilidade / contato - Células VERO x MTT
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Figura 6.33 — Grafico de viabilidade celular por contato direto através de MTT, conduzidos apos
periodos de até 21 dias de imersdo em agua DI, para amostras de hibridos PVA-BaG reticulados
com GA, em concentragdes variando de 0,5% p/p a 5% p/p e amostras reticuladas com 5% p/p

submetidas a estabilizagdo com solu¢do de NH,OH.

A medida de redugdo do MTT ¢ definida na literatura como apropriada para a estimativa de
citotoxicidade (HANSEN et. al., 1989; SCHWEIKL & SCHMALZ, 1996) e¢ se baseia na
capacidade que a enzima succinato desidrogenase (presentes nas mitocondrias de células viaveis)
tétm de converter o sal de tetrazolium (dimetiltiazol difenil tetrazolium, ou MTT), que ¢
hidrossoltuvel e de cor amarelada, em cristais de formazan, que sdo de cor purpura. Somente células
vivas possuem essa capacidade, indicando atividade mitocondrial e conseqiiente viabilidade celular

(SOUZA COSTA et. al., 1999; SLETTEN & DAHL, 1999).

Em estudos anteriores (PEREIRA et. al., 2005; COSTA et. al., 2008a; MANSUR & COSTA, 2008)

onde os ensaios de viabilidade celular foram conduzidos a partir de extratos do material, ou seja,

109



contato indireto, os resultados apresentaram viabilidade celular proxima dos valores alcancados
pelo controle celular. Entretanto para ensaios conduzidos com amostras inseridas no meio de
cultura, o chamado contato direto, as mesmas composicdes de hibridos utilizadas por Costa et. al.,

(2008a) e Mansur & Costa (2008) apresentaram-se como citotoxicas.

Diante disso, fica evidente a representatividade dos niveis de viabilidade celular obtidos para as
amostras PVA-BaG-GA submetidas aos tratamentos de estabilizagdo e bloqueio, posto que os

resultados de viabilidade alcangados sdo elevados e conduzidos através do contato direto.

A viabilidade mostrada no grafico da figura 6.31 referente ao ensaio de MTT com amostras
neutralizadas NH4OH ¢ confirmada também através da imagem de MEV mostrada na figura 6.32,
que destaca células aderidas a superficie dos hibridos PVA-BaG-GA estabilizadas, evidenciando a
presenga de prolongamentos citoplasmaticos e caracteristicas de espalhamento sobre a superficie,

que indicam células viaveis adaptadas favoravelmente ao meio.

Quando foram avaliadas as amostras submetidas aos ensaios de degradacdo em &agua DI os
resultados indicaram que todas as concentracdes de glutaraldeido utilizadas os indices de
viabilidade foram maiores para as amostras imersas em agua DI pelo periodo de 21 dias. Além
disso, para amostras reticuladas com glutaraldeido na faixa de até 5% p/p, quanto maior a
concentracdo do reticulante utilizada maiores os indices de viabilidade celular alcancados. As
amostras reticuladas com 5% p/p de glutaraldeido e imersas em 4gua DI por 21 dias apresentaram

valores, em torno de 65% dos valores obtidos para os controles celulares.

A comparacdo dos resultados mais favoraveis dos hibridos imersos em agua DI com resultados
obtidos de amostras reticuladas com 5% p/p de glutaraldeido e estabilizadas com solugdo 0,3M de
NH4OH por 10 horas, podemos destacar melhora significativa nos indices de viabilidade. Os
resultados indicam que a imersdao em agua DI foi capaz de proporcionar a remogao de residuos

citotdxicos e preparar o material para o contato com o meio celular.
Diante disso, fica evidente a representatividade dos niveis de viabilidade celular obtidos para as

amostras PVA-BaG-GA submetidas aos tratamentos de estabilizacdo e bloqueio, posto que os

resultados de viabilidade alcangados sdo elevados e conduzidos através do contato direto.
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7. REFORCO MECANICO DE HIBRIDOS PVA-BaG-(NTC-COOH)

7.1 Caracterizacdo de Hibridos PVA-BaG-(NTC-COOH)

Amostra de hibrido PVA-BaG preparada com adicdo de 0,25% de nanotubos em relacdo a
concentracdo de PVA pode ser vista na figura 7.1A, com destaque para a marcante alteragdao de cor
promovida pela adicdo dos nanotubos quimicamente modificados (NTC-COOH), conforme

mostrado na comparagao com a figura 7.1B relativa a amostra PVA-BaG sem nanotubos.

Figura 7.1 — Fotografia da estrutura do hibrido PVA-BaG (a) preparado com a adi¢do de 0,25%
(p/p) de nanotubos de carbono quimicamente modificados e (b) amostra PVA-BaG sem nanotubos

de carbono.

7.1.1 Avaliacao Morfoldgica dos Hibridos PVA-BaG-(NTC-COOH)

A figura 7.2 mostra microscopia eletronica de varredura de hibridos PVA-BaG preparados com e

sem adicdo de nanotubos de carbono quimicamente modificados.

Pelo ponto de vista da microestrutura as amostras de hibridos PVA-BaG preparadas com e sem
(NTC-COOH) exibiram macroporos, sendo que os hibridos obtidos sem nanotubos de carbono os
poros foram mais regulares, conforme pode ser observado pela comparacao das figuras 7.2A e 7.2B.
Para as ampliagdes de 5000 vezes realizadas na superficie dos hibridos foi observada a diferenga

entre as matrizes.
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Figura 7.2 — MEV de hibridos (a) PVA-BaG e (b) PVA-BaG reforcados com NTC-COOH. As
imagens (c) e (d) mostram ampliacdes da superficie de poro das figuras “a” e “b”, respectivamente.
A imagem (e) mostra ampliagcdo da regido destacada em “d” (10.000x). Setas das figuras “d” e “e”

indicam os nanoporos presentes no hibrido.
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Os hibridos PVA-BaG apresentaram superficie regular com presenca de algumas estrias de
espessura nanométrica, como mostrado na figura 7.2C. Por outro lado, amostras dos hibridos
preparados com (NTC-COOH) a superficie se mostrou com evidéncia de irregularidades na forma
de desniveis, presenga de poros com tamanho na faixa de 1 a 2um e varios poros da ordem

nanométrica conforme indicados pelas setas da figura 7.2D e 7.2E.

7.1.2 Ensaio de Resisténcia Mecanica a Compressao de Hibridos PVA-BaG-(NTC-COOH)

A figura 7.3 apresenta as curvas tipicas tensao-deformacao obtidas nos ensaios de compressao de
hibridos PVA-BaG preparados com as concentragdes de 0 e 1%(p/p) de glutaraldeido e amostras
preparadas sem glutaraldeido e reforcadas com 0,25% (p/p) de (NTC-COOH). As propriedades
mecanicas analisadas através de teste de compressao axial, para hibridos PVA-BaG preparados com

e sem nanotubos de carbono, sdo sumarizados na tabela 7.1.

Tabela 7.1- Propriedades mecanicas obtidas por ensaio de compressdo axial para hibridos PVA-

BaG e PVA-BaG-(NTC-COOH).

s N EL:;S DEZZ‘S(’?%?&S" E“f(;;d)‘t
0 - 2,3+0,87 7,5+0,34 0,6+0,21
0,25 4,4+0,95 9,6+1,09 0,8+0,27
1 - 6,743,27 9,142,87 0,8+0,07
trabel;i?:?/(és(llocz)r(ijss:o (b) 2-12 MPa

(b) - Referéncias (SHI & JIANG, 1998; MONTJOVENT et. al., 2005)
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Figura 7.3 — Curvas tipicas tensdo-deformagado obtidas por ensaio de compressdao de hibridos PVA-
BaG preparados com as concentragdes de (a) 0% p/p de glutaraldeido; (b) 1% p/p de glutaraldeido e
(c) amostras preparadas sem glutaraldeido e refor¢adas com 0,25% (p/p) de nanotubos de carbono

quimicamente modificados.
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A figura 7.4 apresenta grafico das propriedades mecanicas: limite de escoamento, deformagdo no
escoamento e modulo de elasticidade, para hibridos PVA-BaG preparados com adi¢ao de nanotubos
de carbono quimicamente modificados. Os resultados foram apresentados de forma a correlacionar
o acréscimo ocorrido nas propriedades mecanicas dos hibridos com a adi¢do de (NTC-COOH), em
relacdo aos valores obtidos com hibridos PVA-BaG preparados sem (NTC-COOH). Os calculos
foram conduzidos utilizando as equagdes Eq.(6), Eq.(7) e Eq.(8).

% LE = (LEyi nrc = LEvin-pvassac )/LE win-pvaseac X100 (6)
% DE = (DEy,_nrc = DEip_pva;sac )/DE ip_pyassac X 100 (7)
SME = (ME i, nrec = ME ip_pya;sac )/ME i _pyasgac X 100 (8)

onde %LE, %DE e %ME referem-se aos acréscimos obtidos nos valores do limite de escoamento,
deformacdo no escoamento e mddulo de elasticidade, respectivamente e os indices Hib-NTC e Hib-

PVA-BaG referem-se aos hibridos preparados, respectivamente com e sem nanotubos de carbono.
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Figura 7.4 — Grafico mostrando efeito da adigdo de (NTC-COOH) nas propriedades mecanicas:
(LE) limite de escoamento, (DE) deformagao no escoamento e (ME) modulo de elasticidade para

hibridos PVA-BaG.
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Os resultados relativos ao limite de escoamento, deformag¢do no escoamento e modulo de
elasticidade para hibridos PVA-BaG preparados com adi¢ao de nanotubos de carbono apresentaram
diferenga estatistica em relacdo aos valores obtidos para hibridos preparados sem nanotubos de

carbono quimicamente modificados (p<0,01).

Pelos dados pode ser visto que a adi¢do de 0,25% (p/p) de (NTC-COOH) melhorou as propriedades
mecanicas estudadas dos hibridos PVA-BaG. Se observarmos o acréscimo promovido pela adigao
dos (NTC-COOH) o limite de escoamento foi 90% superior, a deformagdo no escoamento foi 28%
superior ¢ o0 modulo de elasticidade apresentou incremento de 29% em relacdo aos valores dos

hibridos preparados sem nanotubos de carbono, conforme mostra o grafico da figura 7.4.

Considerando a excelente resisténcia mecanica dos nanotubos de carbono e dos nanotubos de
carbono funcionalizados, a experimentagdo viabiliza o uso desses componentes como agente de
reforco de materiais compdsitos, em especial se considerarmos matrizes para crescimento de tecido

0sseo.

Realizando a comparacdo do comportamento mecanico da amostras preparadas com adi¢cdo de
nanotubos de carbono quimicamente modificados observamos que o desempenho dessas amostras
chegou a ser superior ao obtido com amostras de hibridos PVA-BaG reticuladas com 1% (p/p) de

glutaraldeido, conforme fica destacado no grafico da figura 7.4.

Grande parte da literatura mostra que (NTC-COOH) desempenham muito bem o papel de reforco.
Para transferir efetivamente a carga para os (NTC-COOH), uma boa dispersao e adesdo interfacial
sdo necessarias. Estudos em compdsitos a base de PVA com nanotubos de carbono quimicamente
modificados mostraram que o PVA ¢ capaz de formar um recobrimento cristalino ao redor dos
nanotubos, maximizando a transferéncia da forga interfacial (COLEMAN et. al, 2006a; COLEMAN
et. al, 2006b RYAN et. al., 2007). Essa deve ser uma das razdes pelo qual as propriedades

mecanicas dos hibridos sdo melhores quando comparadas as do PVA puro.

Além disso, a funcionalizagdo dos NTC utilizando solu¢cdo de HNO; promove a adi¢do de grupos
carbonila, carboxila e fenol na superficie dos NTC (PARK et. al., 2006). Esses grupos ajudam na
interagdo através de ligagdes de hidrogénio entre os NTC e as moléculas de PVA, ambos com

carater hidrofilico como mostrado na figura 7.5.
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Figura 7.5 — (a) Nanotubos de carbono funcionalizados e (b) formula quimica do poli (&lcool

vinilico-co-acetato de vinila).

O mecanismo de modificagdo quimica dos nanotubos de carbono atua de maneira que a
incorporagdo de grupos carboxilicos seja possivel torna-los parcialmente hidrofilicos e promover
formacdo de ligagdes de hidrogénio com silanois (SIOH) e alcool (PVA-OH). Para teores baixos de
(NTC-COOH) a interagdo entre os (NTC-COOH) ¢ menor que a interagdo entre as moléculas de
PVA e o (NTC-COOH), entao os (NTC-COOH) podem dispersar homogeneamente na matriz de
PVA e promover refor¢o mecanico da estrutura (SPITALSKYA et. al., 2010).

A figura 7.6 apresenta um esquema da estrutura da formagdo de ligagdes entre os nanotubos de
carbono funcionalizados com grupos carboxilicos e as hidroxilas do PVA. Essa estrutura quando
preparada com o vidro bioativo pode combinar com a introdugdo de ligagdes entre os grupos silanol
do vidro e as hidroxilas do PVA, conforme mostra o esquema da figura 7.7, resultando em um

hibrido refor¢ado no nivel nanoestrutural.
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Figura 7.6 - Mecanismo de formagdo da rede de PVA com a incorporagdo dos nanotubos de
carbono quimicamente modificados (onde: os tragos cinza representam os grupos hidrofilicos do

PVA e os quadrados pretos os nanotubos de carbono). Adaptado de Santos (2011).

Figura 7.7 — Esquema da estrutura dos hibridos PVA-BaG reticulados com GA formando as pontes

entre as redes poliméricos com a matriz inorganica dispersa na matriz polimérica.
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7.2 Degradacdo de Hibridos PVA-BaG-NTC

A figura 7.8 mostra o grafico obtido através de ensaio de degradagdo dos hibridos PVA-BaG com e
sem adi¢do de nanotubos de carbono quimicamente modificados, conduzidos em agua deionizada

por periodo de tempo de 7 dias.
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Figura 7.8 — Grafico obtido através de ensaio de degradagdo realizado em amostras PVA-BaG
preparadas com e sem nanotubos de carbono quimicamente modificados, conduzidos em periodo de

7 dias de imersdo em agua DI.

Os resultados mostram que a maior perda de massa ocorreu nos dois primeiros dias de imersao,
sendo que os hibridos PVA-BaG preparados sem (NTC-COOH) estabilizaram a parte de massa e os
hibridos preparados com (NTC-COOH) apresentaram continuidade da perda de massa até o periodo

de 7 dias de imersdo.

119



7.2.1 Morfoldgia dos Hibridos PVA-BaG-NTC apds Degradacéo

A analise por microscopia eletronica de varredura dos hibridos PVA-BaG com e sem (NTC-COOH)
apos serem submetidos a ensaio de degradacdo em meio aquoso ¢ apresentada na figura 7.9. Os
resultados mostraram que ap6s 7 dias de imersdao em agua deionizada ocorreram alteragdo na

morfologia, com poros mostrando evidencia de perda de material em parte da estrutura.

500pm Demat/CEFET-MG

»

5000 —m U 7KV x5.000 Demat/CEFET-
' MG

Figura 7.9 — MEV de hibridos (a) PVA-BaG e (b) PVA-BaG refor¢cados com (NTC-COOH), apds
serem submetidas a processo de degradagdo pelo periodo de 7 dias. As imagens (c) e (d) mostram

ampliagdes da superficie de poro das figuras “a” e “b”, respectivamente.

Nas imagens dos hibrido em ampliagdo, figuras 7.9C e 7.9D o aspecto apresentado por ambas as
amostras foi muito semelhante com destaque para presenca de depositos de calcio que se
apresentaram maiores nas amostras preparadas sem nanotubos de carbono quimicamente

modificados, entretanto em menor numero que nas amostras que tiveram nanotubos de carbono em
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sua composi¢do. Esse efeito pode estar relacionado ao acumulo de pequenas particulas de célcio

que se concentram na solugdo de imersao e tendem a se aglutinarem e depositarem na superficie.

7.2.2 Resisténcia Mecanica a Compressao de Hibridos PVA-BaG-NTC ap6s Degradacao

A resisténcia mecanica de amostras dos hibridos PVA-BaG preparados com e sem adi¢do de (NTC-

COORH) foi avaliada ap6s imersdo em agua deionizada pelo periodo de 7 dias. Os resultados obtidos

através de ensaio de compressao axial sdo sumarizados na tabela 7.2.

Tabela 7.2- Propriedades mecanicas obtidas por ensaio de compressdo axial para hibridos PVA-

BaG e PVA-BaG-(NTC-COOH) apos imersao por 7 dias em agua deionizada.

Limite de Deformagao no Modulo de
([) ] GA [0] NTC Escoamento Escoamento Elasticidade
7o(p/p) 7(p/p) (MPa) (%) (MPa)
0 - 0,1+0,05 2,1+0,05 0,05+0,01
0,25 0,5+0,17 16,34£2,46 0,04+0,01
Tensao do osso
trabecular/esponjoso (b) 2-12 MPa

(b) - Referéncias (SHI & JIANG, 1998; MONTJOVENT et. al., 2005)

A figura 7.10 apresenta grafico das propriedades mecanicas: limite de escoamento, deformag¢do no
escoamento e mddulo de elasticidade, para hibridos PVA-BaG preparados com adi¢ao de nanotubos
de carbono quimicamente modificados e submetidos a degradagdo em dgua DI. Os resultados
apresentam o acréscimo ocorrido nas propriedades mecanicas dos hibridos com a adi¢ao de (NTC-
COOH) ap6s a degradagdo, em relacdo aos valores obtidos com hibridos PVA-BaG preparados sem
nanotubos de carbono, também submetidos a degradagdo. Os célculos foram conduzidos utilizando

as equacdes Eq.(6), Eq.(7) e Eq.(8) com obtidos apos o periodo de imersao.
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Figura 7.10 — Grafico mostrando efeito da adi¢do de nanotubos de carbono quimicamente
modificados nas propriedades mecanicas: (LE) limite de escoamento, (DE) deformagdo no
escoamento ¢ (ME) mddulo de elasticidade para hibridos PVA-BaG apds imersao por 7 dias em

agua deionizada.

Pelos dados podemos ver que a adi¢cdo de 0,25% (p/p) de (NTC-COOH) melhorou as propriedades
mecanicas, limite de escoamento e deformacdo no escoamento para hibridos PVA-BaG. Se
observarmos o acréscimo promovido pela adi¢do dos nanotubos de carbono quimicamente
modificados o limite de escoamento foi 375% maior ¢ a deformag¢dao no escoamento foi 680%
superior em relacdo aos valores dos hibridos preparados sem nanotubos de carbono, conforme
mostra o grafico da figura 7.10. Por outro lado o modulo de elasticidade apresentou, apds 7 dias de

imersdo em dgua deionizada, valores muito proximos para amostras com e sem (NTC-COOH).

Os hibridos preparados com (NTC-COOH), apesar de terem apresentado modificacdo na sua
estrutura com presengca de micro e nanoporos, aos esforcos mecanicos se comportaram com
propriedades melhores que os hibridos preparados sem nanotubos. Mesmo apos imersao em meio
aquoso por 7 dias as propriedades de amostras preparadas com (NTC-COOH) apresentaram valores

superiores de limite de resisténcia e deformacao no escoamento.
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Considerando que a perda de massa foi maior para os hibridos preparados com (NTC-COOH),
como indicado pelo grafico da figura 7.8, o mecanismo que deve ter prevalecido na formagao dos
hibridos com nanotubos quimicamente modificados contempla a existéncia de grupos carboxilicos
superficiais interagindo com os grupos hidroxila do PVA, estabilizando a estrutura polimérica. Com
esse mecanismo as propriedades dos (NTC-COOH) auxilia na estruturacdo e aumento da resisténcia

de hibridos PVA-BaG.
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8. CONCLUSOES

- Nesse trabalho foram sintetizados hibridos a base de poli (4lcool vinilico) e vidro bioativo visando
sua utilizagio na Engenharia de Tecido Osseo. As matrizes obtidas apresentaram estrutura

tridimensional macroporosa com poros conectados.

- A adi¢do de glutaraldeido durante a sintese do hibridos PVA-BaG conservou a matriz com
estrutura tridimensional porosa, com presenca de conexdes entre 0s poros € promoveu aumento na

resisténcia mecanica.

- Através de ensaio de degradagao in vitro foi verificado que a adigdo de glutaraldeido diminui os
valores de perda de massa em meio aquoso. A adi¢do de glutaraldeido permitiu realizacdo de
tratamento de estabilizacdo para controle do pH dos hibridos. Alem disso os hibridos mantiveram

sua morfologia de poro e conectividade entre os poros mesmo apos imersao em agua por 21 dias.
- Os hibridos PVA-BaG reticulados com glutaraldeido apresentaram viabilidade celular em contato
direto com cultura de células. Foi verificado aumento da viabilidade para hibridos preparados com

maiores concentracoes de glutaraldeido e submetidos por periodos maiores de imersdao em agua DI.

- A adi¢do de nanotubos de carbono modificados em hibridos porosos a base de PVA-BaG

promoveu refor¢o mecanico nos materiais.

- Os materiais obtidos indicam potencial para crescimento celular, demonstrando serem candidatos

para aplicacdo como matrizes na engenharia de tecido 6sseo.
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9. TRABALHOS FUTUROS

- Realizar ensaio com implantacdo dos hibridos in vivo, avaliando resposta inflamatoria,

crescimento e diferenciacao de células 6sseas ¢ maturacao de tecido dsseo calcificado.

- Adicionar aos hibridos, nanotubos funcionalizados conjugados com proteinas, e avaliar a liberacao

desses fatores de crescimento 0sseo.

- Avaliar o efeito de condugdo de impulsos elétricos em hibridos preparados com adi¢ao de

nanotubos de carbono.

- Realizar ensaio mecanico em amostra dentro de meio fisiolégico para simular a comportamento

em situagdo mais proxima da real.

- Ensaiar outros meios para neutralizacdo dos hibridos de forma a removerem menor quantidade de

material inorganico, especificamente célcio e silicio.

- Avaliar a degradagdo em meio contendo enzimas, para aumentar os parametros observados no

processo de reparagdo in vivo.
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