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“Meu filho, se vocé aceitar as minhas palavras e guardar no coragdo os meus mandamentos;
se der ouvidos a sabedoria e inclinar o coracéo para o discernimento; se clamar por
entendimento e por discernimento gritar bem alto, se procurar a sabedoria como se procura
a prata e busca-la como quem busca um tesouro escondido, entdo vocé entendera o que é
temer ao Senhor e achara o conhecimento de Deus. Pois 0 Senhor é quem déa sabedoria; de
sua boca procedem o conhecimento e o discernimento. Ele reserva a sensatez para o justo;
como um escudo protege quem anda com integridade, pois guarda a vereda do justo e
protege o caminho de seus fiéis. Entdo vocé entendera o que € justo, direito e certo, e
aprendera os caminhos do bem. Pois a sabedoria entrara em seu coracgao, e o conhecimento
sera agradavel a sua alma. O bom senso o guardard, e o discernimento o protegera.”
Provérbios 2:1-11
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RESUMO

O reparo fisiologico do tecido 6sseo nem sempre € possivel dependendo da extensao e
da gravidade da lesdo. Uma solucdo possivel € a utilizacdo de scaffolds e materiais de enxerto
que auxiliem na diferenciacdo, crescimento e colonizacdo de células Osseas para a
regeneracdo do tecido. Neste trabalho foram produzidos e caracterizados compdsitos
formados por nanofibras de celulose (NFC) e fosfato de calcio bifasico (BCP) para potencial
aplicacdo em engenharia de tecido 6sseo. NFC foram produzidas a partir de hidrdlise acida de
algodao comercial, seguida de neutralizacdo com hidroxido de sddio e secagem em estufa.
NFC foram caracterizadas através de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR), Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) e Difracdo de RaiosX (DRX).
Compdsitos de BCP reforcados com diferentes concentracdes de NFC (25% e 40%) foram
obtidos através da técnica de producdo de espumas e caracterizados por FTIR, Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Angulo de Contato e método Brunauer, Emmett e Teller
(Método BET) para obtencéo da area superficial e porosidade dos materiais. A producéo de
NFC apresentou um rendimento elevado. As nanofibras de celulose possuiam parametros
fisico-quimicos como diametro médio, indice de cristalinidade e formacdo de aglomerados
semelhantes aos previamente descritos na literatura. Os compositos produzidos apresentaram
bandas de absorcdo no espectro de infravermelho compativeis com NFC e BCP. Néo foi
verificada a presenca de contaminantes nas amostras. Andlises qualitativas da Microscopia
Eletrdnica de Varredura indicam que os compdsitos produzidos apresentam poros na ordem
de 10 OUm. A adigdo de nanofibras de celulose & matriz cerdmica aumentou a hidrofilicidade
do material. Adicdo de 25% de NFC ao BCP ocasiona um aumento da &rea superficial,
entretanto concentracdes maiores de NFC induzem reducédo na area superficial do composito.
Provavelmente essa reducdo se deve ao alto grau de aglomeragdo das NFC que se refletiu
também no tamanho das particulas. Os compositos produzidos apresentam caracteristicas

compativeis com a aplicacéo no reparo de tecidos 0sseos.

Palavras chave: tecido ésseo, compdsito, nanofibra de celulose, fosfato de célcio bifasico.



ABSTRACT

The physiological repair of the bone tissue is not always possible depending on the
extent and severity of the lesion. One possible solution is the use of scaffolds and graft
materials that aid in the differentiation, growth and colonization of bone cells for tissue
regeneration. In this work, composites formed by cellulose nanofibres (CNF) and biphasic
calcium phosphate (BCP) were produced and characterized for potential application in bone
tissue engineering. CNF were produced from acid hydrolysis of commercial cotton, followed
by neutralization with sodium hydroxide and drying in an oven. CNF were characterized by
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Transmission Electron Microscopy (TEM)
and X-ray Diffraction (XRD). BCP composites reinforced with different concentrations of
NFC (25% and 40%) were obtained through the foaming technique and characterized by
FTIR, Scanning Electron Microscopy (SEM), and Brunauer, Emmett and Teller Method (BET
Method) to obtain the surface area and porosity of the materials. Production of NFC showed
physico-chemical parameters as yield, mean diameter, crystallinity index and agglomerates
formation similar to those previously described in the literature. The composites produced
showed absorption bands in the infrared spectrum compatible with NFC and BCP. The
presence of contaminants in the samples was not verified. Qualitative analyzes of Scanning
Electron Microscopy indicate that the composites produced have pores in the order of 10 um.
The addition of cellulose nanofibers to the ceramic matrix increased the hydrophilicity of the
material. Addition of 25% NFC to BCP causes an increase in surface area, however higher
concentrations of NFC induce reduction in the composite surface area. Probably this reduction
is due to the high degree of agglomeration of the NFC that also reflected in the size of the
particles. The composites produced have characteristics compatible with the application in the

repair of bone tissues.

Key words: bone tissue, composite, cellulose nanofiber, biphasic calcium phosphate.
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1. INTRODUCAO

O tecido 6sseo tem as funcbes de sustentacdo, protecdo, movimentagdo, manutencao
de minerais e lipideos do organismo, além de hematopoiese. Portanto, a salde dos 0ssos
influencia grandemente a qualidade de vida. Diversos fatores tém aumentado a demanda de
reparacdo osteocondral. Dentre eles destacam-se os danos relacionados ao crescente nimero
de lesBes esportivas, traumas de acidentes, patologias congénitas e ndo congeénitas.
(TORTORA,; DERRICKSO, 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011; SEO et al., 2014).

Dados da BHTRANS indicam que o nimero de vitimas ndo fatais em acidentes de
transito na cidade de Belo Horizonte tem aumentado consideravelmente. O ultimo
levantamento disponivel indica um aumento de 18% no ano de 2013. Essas vitimas
frequentemente sdo mutiladas e necessitam de reposicdo ou reestabelecimento tecidual
(BELO HORIZONTE, 2014).

Dados do hospital Oswaldo Cruz mostram que 0 aumento da demanda de regeneracao
Ossea também pode ser atribuido a osteoporose, doenca caracterizada pela reducdo da massa
Ossea e consequente fragilidade do esqueleto e maior suscetibilidade a fraturas. A osteoporose
é uma enfermidade multifatorial que depende aproximadamente 30% de fatores ambientais e
70% de fatores genéticos. A idade avancgada é um importante fator de risco pois, além de levar
a baixa densidade mineral Gssea, eleva o risco de quedas devido a diminui¢do da qualidade
Ossea e funcdo neuro-muscular. Presume-se que cerca de 40% das mulheres e 25% dos
homens que estiverem vivos até os 80 anos terdo, por causa da doenca, fratura de fémur
(PINHEIRO, 2015). Esse fator é preocupante visto que dados do IBGE estimam que em 2041
a expectativa de vida ao nascer alcance os 80 anos.

O tecido dsseo pode se recuperar naturalmente em condicdes fisioldgicas para danos
de pequena extensdo, isto €, fraturas milimétricas. Entretanto, para extensées maiores o reparo
natural ndo recupera a forma ou funcionalidade natural do 0sso e enxertos autdgenos sdo em
geral a primeira op¢do medica. Entretanto, este tratamento possui limitagdes: disponibilidade
de enxerto, defeito gerado na extracdo do enxerto e pds-operatorio de duas areas lesionadas.
Nesse sentido, a utilizacdo de biomateriais como enxertos 0sseos e matrizes porosas para a
engenharia de tecidos sdo estratégias de pesquisa extensivamente estudadas para o reparo de
tecido 6sseo. (PETERSON, 2004; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Produzir e caracterizar fisico-quimicamente um material compoésito constituido por
diferentes proporcdes de fosfato de célcio bifasico (BCP) e nanofibra de celulose (NFC) para

possivel aplicacdo no reparo de lesdes do tecido 0sseo.

2.2.  Objetivos Especificos

e Produzir NCF a partir de algoddo comercial pelo procedimento de hidrdlise acida;

e Caracterizar as NFC produzidas através das seguintes técnicas: Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET) e Difracdo de RaiosX (DRX);

e Produzir compésitos de BCP reforcados com NFC, para melhora das propriedades
mecanicas, em duas diferentes proporcdes através da técnica de producao de espumas;

e Caracterizar os compositos produzidos através das seguintes técnicas: FTIR,
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Angulo de Contato e método Brunauer,

Emmett e Taller (BET) para obtencédo da area superficial e porosidade.

13



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. O Tecido Osseo

O tecido 06sseo € o principal constituinte do sistema esquelético. As principais funcdes
do sistema 0sseo sdo: sustentagdo dos tecidos moles e musculatura através da fixacdo de
tendBes do musculo esquelético; auxilio ao movimento trabalhando coordenadamente com o
sistema muscular; protecéo de 6rgdos vitais; armazenamento de triglicérides na medula dssea
amarela; hematopoiese na medula 6ssea vermelha e homeostase mineral. Por homeostase
mineral entende-se a disponibilizacdo de minerais como célcio e fosforo, armazenados nos
0sso0s, quando solicitados pelo organismo; e também a absorcdo de algumas toxinas e metais
pesados (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011; TORTORA; DERRICKSO, 2012).

O tecido dsseo é composto pelas células osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos; e pela
matriz 6ssea calcificada, inicialmente ndo mineralizada e secretada pelas duas primeiras
células citadas (ALBERTS et al., 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011; OVALLE;
NAHIRNEY, 2014).

Os osteoblastos sdo células jovens e muito ativas do sistema 6sseo que se originam
pela diferenciagdo dos fibroblastos, células indiferenciadas que estdo na membrana do tecido
conjuntivo que reveste 0s 0ssos. Essas celulas imaturas secretam a parte organica do 0sso, a
matriz extracelular 6ssea ndo mineralizada, também chamada de ostedide. O osteoblasto
sintetiza também a fosfatase alcalina, uma proteina de superficie que promove a
mineralizacdo da matriz déssea através da deposicdo de cristais de hidroxiapatita (HA)
(ALBERTS et al., 2009).

O osteocito é a principal célula constituinte do tecido; a célula madura, portanto,
menos ativa. Os ostedcitos sdo derivados dos osteoblastos que foram aprisionados
individualmente na matriz 6ssea apds sua mineralizagdo. O oste6cito ndo se divide, mas tem a
capacidade de permanecer secretando matriz, em pequenas quantidades, em torno de si
mesmo. Além disso, contribui para a sustentacdo do tecido 0sseo. Nas colunas em que se
encontram, estdo presentes canaliculos pelos quais 0s prolongamentos dos ostedcitos se
comunicam por jungdes comunicantes (ALBERTS et al., 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2011; OVALLE; NAHIRNEY, 2014).
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Os osteoclastos sdo as células mdveis, gigantes, multinucleadas e com ramificacoes
irregulares responsaveis pela reabsorcdo 6ssea. Os osteoclastos originam-se, assim como 0s
macrofagos, das células-tronco hematopoiéticas na medula oOssea (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2011).

Alberts et al. (2009) descreve que a por¢do organica do ostedide é formada
basicamente por 95% de fibras rigidas de colageno do tipo | e 5% de proteoglicanos e
glicoproteinas ndo colagénicas como osteocalcina e osteopontina. A parte inorganica da
matriz dssea € constituida de ions fosfato e célcio na forma de cristais de hidroxiapatita (HA)
Cai10(PO4)s(OH)2 (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011). Esses cristais possuem uma camada
hidratada ao redor (capa de hidratacdo) que facilita a troca de ions com o liquido intersticial.
A associacdo da HA com fibras colagenas confere resisténcia e dureza ao tecido 6sseo. Além
dos ions fosfato e calcio a parte inorganica também contém bicarbonato, magnésio, potassio,
sodio e citrato em pequenas quantidades (ALBERTS et al., 2009)

O tecido Gsseo estd em continua renovacdo. Enquanto os osteoblastos, e em menor
extensdo, 0s ostedcitos secretam continuamente matriz 6ssea, 0s osteoclastos promovem a
reabsorcdo do tecido 6sseo mais antigo. Estas ultimas células possuem uma superficie com
vilosidades, ativa, voltada para a matriz 6ssea, circundada por uma zona citoplasmatica clara.
Essa zona clara funciona como um local de adesdo da célula com a matriz 6ssea e cria um
microambiente fechado onde ocorre a reabsorcdo dssea. Nesse microabiente sdo secretados
acido (H*), colagenase e outras hidrolases que digerem a matriz organica e dissolvem os
cristais de sais calcio. Apés formar um tanel onde o tecido 6sseo foi digerido, vasos
sanguineos crescem em direcdo ao seu centro e suas paredes revestem-se de osteoblastos que
depositam camadas novas de o0sso preenchendo a cavidade (ALBERTS et al., 2009;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).

3.1.1. Tipos de tecido 6sseo
Os o0ssos podem ser classificados quanto a sua morfologia em longo, curto e laminar
Ou gquanto a sua anatomia em compacto e esponjoso. Entretanto, a classificacdo mais relevante

que € baseada nas caracteristicas histologicas, agrupa os tecidos 6sseos em primario (imaturo)
e secundario (lamelar ou maduro) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).
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O tecido 6sseo primario ou ndo lamelar apresenta fibras colagenas ndo orientadas,
matriz éssea heterogénea e ostedcitos com baixo padrdo de organizacdo. Este tecido €
encontrado durante o0s processos de desenvolvimento e crescimento @sseo, sendo
gradativamente substituido pelo tecido maduro. Na fase adulta persiste em alguns locais do
corpo como 0ssos do cranio e alvéolos dentarios. E o primeiro tecido formado na reparagio de
fraturas 6sseas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).

A estrutura do tecido 6sseo maduro é formada por ostedcitos organizados que ocupam
camadas estratificadas (lamelas 0sseas) como pode ser observado na Figura 1. A figura
também mostra a superficie interna e externa do 0sso, enddsteo e peridsteo respectivamente
que, além de nutrir, tém a funcdo de fornecer osteoblastos para crescimento e regeneragdo do
0ss0. O periosteo € composto por fibras colagenas, fibroblastos e células osteoprogenitoras
que se dividem por mitose e se diferenciam em osteoblastos. O enddsteo é constituido por
células osteogénicas achatadas revestindo as cavidades do 0sso esponjoso, o canal medular, os
canais de Havers e de Volkman. Os canais de Havers percorrem o 0sso longitudinalmente e
por eles passam vasos e nervos. Ao redor dos canais de Havers encontram-se lamelas 6sseas
dispostas concentricamente e s3o denominadas Osteons ou sistema de Havers. Pelos canais de
VVolkman também passam vasos e nervos, mas estes sdo transversais e obliquos aos de
Havers, atravessam as lamelas 6sseas e comunicam entre si (JUNQUEIRA; CANEIRO,
2011).

Figura 1 - Representacdo esquematica do sistema de Havers em um 0sso longo.

" Vaso sanguineo

Trajeto helicoidal A%
das fibras

colagenas —

Lamelas
circunferenciais
internas

Lamelas

Canalde Vaso
Volkman sanguineo

™~ Periosteo

Fonte: JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011.
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Junqueira e Carneiro (2011) descrevem a estrutura anatdmica dos 0ssos, neles
observa-se uma porgdo compacta (ou cortical) e outra esponjosa (ou trabecular) que
apresentam a mesma constituicao histoldgica, ou seja, ambos sdo formados por tecido 6sseo
secundario. Nos 0ssos longos a epifise é formada por osso cortical com fina camada
superficial trabecular e a diéafise & formada por 0sso compacto em quase sua totalidade com
pequenas quantidades de 0sso esponjoso na delimitagdo do canal medular, as estruturas

compacta e esponjosa podem ser observadas na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura do 0sso esponjoso e compacto
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Fonte: ALBETS et al., 2009.

A medula 6ssea vermelha encontra-se nas cavidades dos 0ssos esponjosos e na diafise
dos ossos longos. Ao longo dos anos, com a diminui¢cdo da hematopoiese, a medula é
infiltrada por tecido adiposo e da origem a medula amarela. A atividade hematopoiética
permanece principalmente nos 0ssos longos como o fémur (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2011).

3.1.2. Histogénese

H& dois tipos de ossificagdo, a intramembranosa e a endocondral. Na primeira, 0
tecido 6sseo é formado no interior de uma membrana conjuntiva e na segunda, através de um
molde de cartilagem hialina. Nessa Gltima, a morfologia do tecido 6sseo estd intimamente
relacionada com a morfologia do molde cartilaginoso que o pressupde (ALBERTS et al.,
2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).
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Na ossificacdo intramembranosa o tecido 6sseo é formado pela diferenciagdo de
células mesenquimatosas no interior das membranas conjuntivas em osteoblastos que
secretam o ostedide e que posteriormente € calcificado. Pequenos grupos 0sseos sdo formados
e posteriormente ocorre confluéncia entre eles dando origem a um tecido esponjoso. Nos
poros formados hé angiogénese, os vasos formados levam consigo células indiferenciadas que
originardo a medula Ossea. Essa ossificacdo forma os ossos frontal, parietal e partes do
occiptal, temporal e maxilares e é responsavel pelo crescimento de 0ssos curtos e aumento em
espessura de 0ssos longos. A membrana conjuntiva que nao ossifica forma o endosteo e o
periosteo e nos 0ssos chatos do cranio as camadas de 0ssos compactos sdo formadas em
decorréncia de uma maior taxa de ossificacdo em relagdo a taxa de osteoabsorcgdo.
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011)

Na ossificacdo endocondral o 0sso se desenvolve a partir de um molde de cartilagem
hialina, que é o tipo mais comum e caracteristico de tecido cartilaginoso. Esse molde,
formado no feto, possui mesma forma do osso maduro, porém, em menor escala
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011; OVALLE; NAHIRNEY, 2014)

A cartilagem hialina, como todo tecido cartilaginoso, cresce por expansdo e se forma a
partir do condroblasto, sua célula jovem. O condroblasto secreta matriz hidratada composta
por proteoglicanos e colageno do tipo Il e acaba aprisionado nela propria, em lacunas
denominadas condroplastos. Na Figura 3 pode-se observar uma eletromicrografia de
varredura (MEV) colorizada de um grupo iségeno de cartilagem hialina. Um condrécito
encontra-se envolto em sua delicada matriz fibrilar e a preparacdo do espécime removeu
condrdcitos deixando lacunas adjacentes vazias. Nos condroplastos essas células amadurecem
e ficam pouco ativas, passando a ser denominadas condrécitos (ALBERTS et al., 2009).

No estagio embrionario as células indiferenciadas que originardo 0s 0ssos encontram-
se condensadas. Essas células, apds expressdo de genes especificos, comegam a produzir
proteinas que atuam como um estimulo a sua diferenciacdo em tecido cartilaginoso. Uma
haste cartilaginosa é entdo formada. Posteriormente, um colar 6sseo é formado ao redor dessa
haste quando genes especificos de diferenciacdo em tecido 6sseo passam a Ser expressos
(ALBERTS et al., 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).

As células da haste logo morrem por apoptose deixando cavidades na matriz que logo
é mineralizada pela deposicdo de fosfatos de célcio. Essas cavidades séo invadidas por

osteoclastos, vasos sanguineos e osteoblastos; vindos do tecido conjuntivo adjacente que,
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respectivamente, corroem a matriz cartilaginosa residual criando espago para medula 6éssea;
trazem células tronco que dao origem a medula dssea e depositam 0sso trabecular onde ainda
restam fragmentos de matriz cartilaginosa como molde. Forma-se assim o centro de
ossificagdo primario. O alongamento do 0sso depende da placa de crescimento localizada
entre a diafise e a epifise (disco epifasico) e o canal medular cresce juntamente com o
alongamento da estrutura 6ssea (ALBERTS et al., 2009; JUNQUEIRA; CARNEIRO; 2011).

Figura 3 - Condrdcitos, lacunas e fibras colagenas.

3 'j}*“-rf;“

Eletromicrografia de varredura do condrécito em sua lacuna, aumento de 5000x. Uma visdo

das fibrilas colagenas é observada a direita, com aumento de 25000x.
Fonte: OVALLE; NAHIRNEY, 2014.

O centro de ossificacdo secundario é formado em sequéncia, situa-se na epifise e
cresce de forma radial. Seu centro também contém medula 6ssea. Por conseguinte, a placa de
crescimento é substituida por tecido 6sseo e desaparece. O Unico resquicio de cartilagem que
sobra € uma fina camada sobre as superficies 6sseas e juncdes (cartilagem articular)
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2011).

3.2. Reparo Fisioldgico De Fraturas Osseas — Regeneracdo Do Tecido

O reparo de o0ssos longos, ao contrario de 0ssos chatos do cranio e da face, envolve
tanto ossificagdo intramembranosa quanto endocondral. Para recuperacdo do tecido sucedem
nesse processo eventos inflamatorios, reparatérios e, em seguida, ocorre a remodelagédo 0ssea.
A fase inflamatoria, assim como nos demais tecidos do corpo quando lesados, gera edema,
codgulo oriundo dos vasos rompidos, hematoma e morte celular devido a interrupcdo da

oxigenacgédo que anteriormente chegava ao tecido (OVALLE; NAHIRNEY, 2014).
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De acordo com Peterson (2004) existem dois tipos de cicatrizacdo do tecido 0sseo
denominadas de primeira e segunda intencdo. As de primeira intencdo séo aquelas em que as
extremidades livres de uma fratura ssea permanecem conectadas ou muito proximas. Nessas,
pouco tecido fibroso é produzido e a ossificacdo ocorre rapidamente sem deposicéo intensa de
coldgeno. As de segunda intencdo sdo aquelas em que as extremidades livres da fratura
encontram-se separadas em mais de um milimetro. Nessas, havera deposicao tdo intensa de
colageno que haverad a formacdo de uma estrutura circunferencial, denominada calo, que se
estende além das extremidades livres do o0sso. Em condicdes fisiologicas, o tecido fibroso,
incluindo o calo, sofre um processo de ossificacdo. Entretanto, o calo ossificado é provisorio;
na ultima etapa de reparagdo (remodelacdo Ossea) ele € reabsorvido por osteoclastos
totalmente ou parcialmente.

A Figura 4 ilustra as etapas que ocorrem durante o reparo de feridas de segunda
intengdo (OVALLE; NAHIRNEY, 2014). Cada etapa ilustrada € descrita e acrescida de
detalhes abaixo.

Em (a) ha na parte superior direita uma fratura do radio e ulna onde ocorre coagulacao
e possivel encurtamento do osso sem a fixacdo adequada durante o reparo. Logo abaixo as
estruturas rompidas foram fixadas garantindo bom alinhamento e restauracdo do arco radial
durante reparacdo. Essa imobilidade é importante porque é necessario aplicar tensdao em niveis
adequados para que a vascularizacdo ndo seja comprometida, porém suficientes para
orientacdo do tecido neoformado perpendicularmente as linhas de tensdo e estimulacdo
continua da formacdo osteoblastica no osso. No lado esquerdo a fase inicial de reparacdo é
ilustrada integralmente, ha proliferacdo de células osteoprogenitoras do peridsteo recobrindo a
superficie externa do 0sso e do endosteo revestindo os canais de Havers e cavidade medular.
Essas células diferenciam-se em condroblastos formando o calo cartilaginoso ou osteoblastos
produzindo tecido dsseo. A limpeza do local é feita pelos osteoclastos e o peridsteo se estende
para além do local da fratura.

Em (b) o calo cartilaginoso esta evidenciado. Em situagbes de hipoOxia tecido
cartilaginoso é preferencialmente formado e em regides oxigenadas tecido 6sseo sera
produzido. O surgimento de novos vasos a partir da angiogénese possibilita a substituicdo da
cartilagem por tecido d&sseo esponjoso. O calo interno, constituido por células
osteoprogenitoras do endosteo, forma tecido 6sseo esponjoso primario em decorréncia da alta

oxigenacéo local.
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Em (c) o tecido 6sseo esponjoso primario, recém formado do calo externo, se extende

unindo-se ao tecido 6sseo do calo interno preenchendo o defeito. A remodelacéo definitiva

em tecido 6sseo compacto secundario acontece com o tempo, o tecido primario é reabsorvido

e novas camadas concentricas de tecido 6sseo sdo depositadas formando o0s novos sistemas de

Havers, novos Osteons destinados ao cOrtex sdo construidos e a cavidade medular é

reestabelecida.

Figura 4 - Fases da reparacgao dssea

(b)

= Peritsteo fibroso recobrindo o calo externo
— Calo cartilaginoso externo formado por

5/ condroblastos
37~ Camada osteogénica do periésteo
Novo tecido dsseo e células

osteoprogenitoras do calo externo
substituindo a catilagem

Coagulo na area da fratura

Novo tecido 6sseo e células
osteoprogenitoras do calo
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separadas pela fratura

Calo interno

Peridsteo fibroso
'~ Proliferacio de célas
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6sseo compacto
Células osteoprogenitoras do enddsteo revestindo
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Novo tecido dsseo esponjso
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Mineralizagdo do novo tecido

Gsseo com formagéo de dsteons

Tec:do Gsseo esponjoso primario no

Fases de reparacdo 0ssea: a) fase inicial, b) fase intermedidria e c) fase tardia
Fonte: OVALLE; NAHIRNEY, 2014. (Adaptada).
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O reparo anatdémico e funcional dos 0ssos pelo organismo limita-se a situagbes em que
as extremidades dos 0ssos estdo proximas. Entretanto, existem danos que levam a perda de
uma grande extensdo de material e as extremidades ndo se unem, ou ocorre uma depressdo na
regido de unido, nesse caso uma simples imobilizacdo nao soluciona o problema. Em outros
casos, ha a intengdo de produzir 0sso onde naturalmente ndo existe, como nas cirurgias de
unido dos discos da coluna para imobilizagdo. Além da qualidade de vida existem motivacoes
estéticas para algumas cirurgias onde o defeito 0sseo se torna aparente. Partindo do
pressuposto que nem todo dano é recuperado mantendo-se as propriedades e/ou fisionomia
dos 0ssos, estudos de enxertos 6sseos e engenharia de tecidos visando a reconstrucao tecidual
em sua estrutura e funcionalidade s&o, portanto, caminhos exploraveis para regeneracdo de
tecido dsseo através de intervencdo cirurgica (PETERSON; OVALLE; NAHIRNEY, 2014).

3.3. Biomateriais e 0 Reparo De Fraturas Osseas

Uma das formas de reparacdo 6ssea é a adicdo de enxertos. Um dos tipos de enxerto é
denominado autoenxerto, ou enxerto autdgeno, este é originado do préprio paciente. A
vantagem de realizar esse tipo de transplante é o baixo risco de contaminagdo, bem como a
presenca de osteoinducdo, osteoconducdo e osteogeneicidade. No entanto, a submisséo do
paciente a mais de uma cirurgia, do sitio doador e do sitio receptor, leva a um processo pos-
operatorio demorado e faz com que a morbidade da area doadora seja superior a da area
receptora. Além do mais, esteticamente, o paciente fica sujeito a mais de uma cicatriz no
corpo. Alguns materiais autdégenos sdo 0sso esponjoso colhido geralmente do osso iliaco ou
tibia proximal, e aspirado de medula dssea colhido através de pungdo da crista iliaca e
centrifugado de forma a concentrar células estaminais (GUTIERRES et al., 2005; STEIN,
2009).

O aloenxerto, por sua vez, € proveniente de um doador da mesma espécie e possui
tratamentos prévios contra resposta inflamatoria intensa e infeccdo. S&o congelados ou
liofilizados. Seu processamento também possibilita a sua utilizacdo em diversas formas como
gel, po, fibras e pastas. O homoenxerto € um tipo de aloenxerto e consiste na matriz dssea
desmineralizada produzida através da imersdo do aloenxerto em meio acido, colageno, fatores
de crescimento e proteinas ndo colagéneas sdao mantidas. Sua desvantagem é a reducdo da
resisténcia estrutural da matriz resultante (GUTIERRES et al., 2005; MACHADO, 2007).
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Os xenoenxertos sdo provenientes de outras espécies e necessita de tratamentos contra
antigenos, deslipidizacéo e desproteinizagdo, e também a adicdo de células da medula dssea
humana (GUTIERRES et al., 2005).

Os enxertos aloplasticos, por sua vez, sdo substitutos 0sseos sintéticos amplamente
estudados na &rea de biomateriais. Tem como vantagem a producdo em escala industrial e a
elevada disponibilidade. Entretanto, necessitam de tratamentos para elevacdo do grau de
osteogenicidade e osteoconducdo. Nesse campo de enxertos aloplasticos para reconstrucdo
0ssea se encontram 0s materiais cerdmicos como sulfato de calcio, vidros bioativos e fosfatos
de célcio (BCP, TCP, HA) (GUTIERRES et al., 2005; STEIN, 2009).

As novas células 6sseas que colonizam os enxertos podem ser derivadas do proprio
tecido enxertado, quando este é autdgeno; da invasdo de osteoblastos provenientes do tecido
0sseo adjacente ao implante; ou da transformacdo de células mesenquimais do paciente em
osteoblastos. Para neoformacdo tecidual, faz-se necessario que o enxerto possua trés
caracteristicas: uma fonte de células capazes de se diferenciar em tecido 6sseo; estimulo
osteoindutor para que a diferenciacdo das células mesenquimais — em enxertos sintéticos €
comum adicionar fatores de crescimento e moléculas sinalizadoras para esse fim; e um meio
osteocondutor para crescimento do tecido (STEIN, 2009).

Caracteristicas adicionais sdo importantes para um material a ser utilizado com
enxerto 6sseo, sdo elas: serem semelhantes com o tecido 6sseo em sua estrutura quimica,
fisica e mecanica; serem biocompativeis, bioreabsorviveis, facil de usar e com custo acessivel
(STEIN, 2009).

Um cimento de fosfato de célcio pode ser preparado a partir de um sal fosfato de
calcio que ao ser misturado com a agua reage em temperatura ambiente ou corporal e forma
precipitados que contenham fosfatos de célcio como a hidroxiapatita (HA). Como citado
anteriormente, esses materiais possuem excelente habilidades em reparo 6sseo (MACHADO,
2007).

Implantes porosos possuem elevada area superficial permitindo maior contato entre o
sistema bioldgico e o enxerto. Dessa forma algumas importantes caracteristicas sdo
adquiridas, como: maior resisténcia na interface do material, imobilidade do implante,
possibilidade de resposta inflamatdéria minimizada. Para obtencdo de enxertos cerdmicos
porosos € comum a adi¢do de uma fase organica ao material ceramico que, apés ser eliminada

na sinterizacdo, deixa poros no ceramico (MACHADO, 2007).
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Outra estratégia interessante para o reparo de tecidos 6sseos é induzir a formacgdo de
um novo tecido através da proliferagdo e diferenciacdo de células provenientes do proprio
paciente in vitro para, posteriormente, recoloca-las no tecido lesionado. Porém, as células que
crescem em meio de cultura tendem a multiplicar e proliferar somente em duas dimensoes, de
forma desorganizada. E muito dificil conseguir que células submetidas a essas condigdes
crescam ordenadamente formando uma estrutura tridimensional, caracteristica dos tecidos
vivos (WILLIAMS et al., 2005; BARBARISI et al., 2014).

Para superar essas limitagdes sdo desenvolvidas matrizes tridimensionais para
crescimento celular, conhecidas pelo termo em inglés scaffold. Os scaffolds s&o, portanto, a
estratégia da engenharia de tecidos para tridimensionalmente reparar, reconstruir ou melhorar
o desempenho de estruturas teciduais de pacientes, perdidas ou danificadas. Os scaffolds séo
arcaboucos, estruturas tridimensionais temporarias que otimizam o0 crescimento e a
distribuicdo espacial das células, providenciando suporte mecanico adequado para a
regeneracdo tecidual, através das células proliferativas, de forma organizada em estruturas
complexas. Essas estruturas tridimensionais tém microestrutura e topografia controladas,
simulam as atividades celulares do tecido em reparo, imitam a matriz extracelular e ainda
podem ser enriquecidos com biomoléculas que facilitem a integracdo do biomaterial com o
tecido circundante e a regeneracdo tecidual, como fatores de crescimento e indutores de
diferenciacdo. Todas as caracteristicas citadas interferem na ligacdo entre material e tecido,
isto é, na sua bioatividade. Scaffolds biologicamente ativos sdo recentes como se percebe na
citacdo abaixo: (WILLIAMS et al., 2005; BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012;
BARBARISI et al., 2014).

O primeiro scaffold biologicamente ativo foi sintetizado em 1974; o seu
comportamento de degradacdo e excepcionalmente baixa antigenicidade in vivo,
bem como o seu comportamento tromboresistente in vitro, foram descritas. A
patente inicial descrevendo estes scaffolds foi concedida em 1977. Principios para a
sintese de um scaffold biologicamente ativo, incluindo a importancia critica da taxa
de degradacdo, foram descritos em detalhe em 1980 (DHANDAYUTHAPANI et
al,, 2011, p. 2).

Segundo Dhandayuthapani et al (2011), um scaffold ideal deve promover interacfes
do biomaterial que o constitui com as células adjacentes que formardo o tecido, adesdo

celular, deposicdo de matriz extracelular (MEC), oxigenacdo e nutrientes para sobrevivéncia
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celular, proliferacéo e diferenciacdo de células, se biodegradar em taxas controlaveis que se
assemelhem a taxa de regeneracdo tecidual, provocar um grau minimo de inflamagédo ou
toxicidade in vivo. Em outras palavras, BOSE et al. (2012) e SEO et al. (2015) sintetizam
essas caracteristicas em biodegradabilidade, bioreabsortividade, compatibilidade mecanica,
tamanho de poro adequado e biocompatibilidade. Essas caracteristicas sdo detalhadas a seguir.

A biodegradabilidade e biorreabsortividade in vivo é um importante fator que
determina o sucesso do scaffold. Um material biodegradavel é aquele que se degrada no
organismo e um biorreabsorvivel é aquele cujos produtos de biodegradacdo sdo eliminados
pelas vias metabdlicas normais do organismo. E desejavel que as taxas de degradacdo do
material e proliferacdo celular sejam equivalentes, dessa forma, o volume degradado cede
espaco para ser gradualmente ocupado pelas células. O periodo de degradacdo para aplicacGes
Osseas deve garantir a manutencdo do scaffold no organismo por meses. O periodo em que 0
scaffold deve permanecer no organismo em aplicacdes Osseas deve ser de até 9 meses,
dependendo da aplicacédo deste. (BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012).

Quanto as propriedades mecanicas, Williams et al (2005) e Seo et al (2014) ressaltam
qgue compreender cada camada Ossea com densidade e geometria diferente, e
consequentemente com propriedades mecanicas variaveis, € importante para um projeto de
scaffold anatomicamente e funcionalmente eficaz. Bose, Roy e Bandyopadhyay (2012)
indicam que o mddulo de Young na regido cortical esta entre 15,0 e 20,0 GPa e na por¢édo
trabecular entre 0,1 e 2,0 GPa. A resisténcia a compressao, por sua vez, varia entre 100 e 200
MPa na porcéo cortical e entre 2,0 e 20,0 Mpa na regido trabecular. Ha ainda a necessidade de
o implante estar fixado adequadamente, a ma fixacdo e consequente mobilidade tende a
lesionar os tecidos e aumentar a resposta inflamatoria do organismo.

Quanto a porosidade, Seo et al (2015) corrobora que os poros interconectados tém
como finalidade permitir a vascularizagéo e influenciar na invaséo celular, interferindo assim
na organizagao no tecido formado. A estrutura dos poros deve ser semelhante a do 0sso para
facilitar a integracdo com o tecido adjacente. O 0sso nativo poroso possui de 50% a 90% de
porosidade com didmetro de poro de aproximadamente 1mm e por isso scaffolds devem
apresentar porosidade superior a 50%. Quanto ao diametro dos poros; Bose, Roy e
Bandyopadhyay (2012) exploram que, para vascularizacdo, poros de 100um j& seriam
eficientes, mas ndo otimizariam o crescimento 0sseo. Por isso, 0s scaffolds mais usuais

possuem diametros de poros que se encontram entre 200 a 350um para garantir a osteogénese
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adequada. Acrescentam ainda que estudos recentes mostram que materiais multi-escala, isto €,
com micro e macro porosidades, tém apresentado melhores resultados, mas estes materiais
apresentam maior complexidade de producao.

Véarios metodos de fabricacdo podem ser explorados para producdo de scaffods com
poros interconectados. Materiais de nanofibras produzidos por eletrofiacdo apresentam
resultados promissores, mas essa técnica, isoladamente, produz poros de didmetros inferiores
aos necessarios para a osteogénese. Métodos convencionais como evaporacao de solvente /
lixiviacdo de particulas, espuma de gas, e separacdo de fases levam a formacédo de poros de
dimensdes controladas que podem ser usadas em reparacdo 6ssea. Um método com maior
precisdo e eficiéncia para producgdo de scaffolds com geometria controlavel é a prototipagem
rapida, baseada na modelagem computacional e deposicdo de fibras poliméricas por fuséo
através de um bocal guiado por computados 3D, permite alcancar geometrias complexas e
controladas. (SEO et al., 2015)

Apesar da porosidade ser fundamental para o desempenho dos scaffolds, a presenca de
poros reduz sua resisténcia mecanica. Aliadas as propriedades descritas como desejaveis a um
scaffold, a resisténcia mecanica associada a porosidade também é uma das caracteristicas
analisadas na escolha de materiais para implantes biomédicos. Encontrar um material ideal,
portanto, é um desafio. A densidade das bioceramicas se aproxima a do osso cortical e dos
polimeros a do osso trabecular, no entanto, compoésitos destes dois sdo tipicamente mais
fracos que o 0sso. Metais satisfazem as propriedades mecanicas requeridas, mas ndo
promovem a integracdo necessaria entre material, além disso, a lixiviacdo de ions é
indesejada. (BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012).

A biocompatibilidade, por sua vez, envolve varios conceitos apresentados
anteriormente. Entende-se por biocompatibilidade a habilidade que o material tem de suportar
a atividade celular normal, incluindo sinalizagdo molecular, sem ser tdxico ao tecido; isto &,
sem induzir respostas inflamatdrias prolongadas. Um scaffold ideal para reconstrucdo dssea
deve ser osteocondutor, isto €&, promover a neoformagdo Ossea através da adesdo,
diferenciacdo, proliferagdo e crescimento de células, alcancando a reconstituicdo do tecido.
Para tal, usualmente o biomaterial mimetiza a matriz extracelular na sua superficie e na
presenca de poros. Pode também ser osteoindutor, isto &, atrair células progenitoras
mesenquimais para o local da diferenciagdo. Para tal faz-se necesséario a influéncia de agentes

indutores que sdo acrescidos intencionalmente ao biomaterial. Além disso, o scaffold pode
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suportar ou até mesmo promover a construcdo de vasos sanguineos (angiogénese) em seu
interior ou ao redor do implante para um ativo transporte de nutrientes e oxigénio. (BOSE;
ROY; BANDYOPADHYAY, 2012; SEO et al., 2014).

Seo et al. (2014) discorre sobre a importancia dos polimeros na selecdo de materiais
biocompativeis. Sintéticos ou naturais, esses materiais possuem excelente flexibilidade e
adaptacao de forma por vérias técnicas de moldagem e fundicdo. Os polimeros naturais, tais
como as biomoléculas de glicosaminoglicanos e coldgeno sdo usualmente acrescidos aos
scaffolds de polimeros sintéticos para melhorar sua afinidade bioldgica e bioatividade com o
tecido adjacente. Essa melhora faz-se necessaria porque polimeros sintéticos possuem pobre
atividade superficial e baixa afinidade celular. Em contrapartida, a resisténcia mecanica de
polimeros naturais € geralmente inferior e a taxa de degradacdo dificil de ser controlada
guando comparados aos polimeros sintéticos. O ideal, portanto, é que se fabriquem scaffolds
de copolimeros que envolvam naturais e sintéticos ou compositos que incluam algum outro
material biocompativel e/ou bioativo.

No entanto, para aproximar a resisténcia mecanica com a do 0sso, polimeros tipicos
ainda sdo insuficientes, scaffolds poliméricos sdo, portanto, acrescidos de materiais
inorganicos como metais e ceramicas. Dentre essas duas opgOes as ceramicas séo preferidas
porque, como dito anteriormente, metais ndo promovem boa integragdo com o tecido e a
lixiviagdo de particulas é indesejada. Os melhores representantes da classe das ceramicas
bioativas sdo os fosfatos de célcio, conhecidos por serem biocompativeis e biodegradaveis,
além de melhorarem a biomineralizacdo, aspecto promissor para a formacdo d&ssea.
Isoladamente, as bioceramicas sdo rigidas, porém frageis. Entretanto, quando incorporadas
como cargas dentro de uma fase polimérica, tendem a fornecer um nivel e rigidez favoravel
sem fragilizar significativamente o material. Além disso, scaffolds multifasicos sdo mais
adequados na substituicdo de um tecido que apresenta anisotropia de propriedades estruturais
e funcionais, um adequado gradiente de fases propicia a melhora mecénica e integridade
funcional (BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 2012).

Além de todas as caracteristicas citadas acima, uma adequada selecdo de células €
importante para a viabilidade no novo tecido. Em testes in vitro sdo separadas células
multipotentes ou do tecido especifico. As células devem ser viaveis, disponiveis, faceis de
serem manipuladas e ndo podem induzir respostas imunitarias no hospedeiro nem transmitir

doencas. Uma alternativa interessante € a utilizacdo de células tronco mesenquimais adultas.
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Sdo disponiveis, possuem alta capacidade de proliferacéo e diferenciacdo. Além de ostedcitos
elas podem diferenciar-se em adip6citos, condrdcitos, hepatdcitos, neurénios, células
musculares e epiteliais. Entretanto, devido a essa multipotencialidade, sdo dificeis de serem
controladas. Para obter maior controle torna-se usual linhagem pré-selecionada de
osteoblastos, pois essa possui menor multipoténcia. No entanto, ainda assim, faz-se necessario
a incorporagdo de fatores indutivos osteocondrais no material para que este se torne
osteoindutor. (PARREIRA; RESENDE, 2013; SEO et al., 2015).

O corpo humano tem uma incrivel capacidade de regenerar-se, em especial, o tecido
0sseo; no entanto, ha uma limitacdo fisiolégica que depende da extensdo da lesdo.
Biomateriais metalicos sdo excelentes alternativas para reparos, aproximagcdo dos 0ssos em
casos de fratura e imobilizacdo, entretanto, para uma fixacdo permanente a lei de Wolff
introduz algumas limitacdes ao uso desse tipo de material. De acordo com Wolff, a absorcéo
de esforcos pelos biomaterial implantado pode levar a fragilidade dssea, pois esse se remodela
de acordo com os esforcos sofridos nas atividades diarias (PETERSON, 2004; JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2011). Deste modo, a busca por materiais ndo metalicos que fiquem em contato
com os tecidos 6sseos por um tempo prolongado € uma linha de pesquisa muito relevante. Os
materiais ceramicos e poliméricos, ou mesmo uma associacdo dos dois formando um
composito apresentam-se como excelente alternativa para o reparo de lesdes Osseas, nao
somente como materiais de fixacdo e imobilizacdo, mas também como scaffolds para a
engenharia de tecidos ou a producao de enxertos. Nesse sentido, a obtencdo de um biomaterial
gue mimetiza o tecido 6sseo constituido por um composito ceramico reforcado com fase

polimérica é uma alternativa interessante de estudo.

3.4. Celulose

A primeira descri¢do da estrutura quimica da celulose foi feita em 1838 pelo quimico
francés Anselme Payen. Segundo Taipina (2012), ele a descreveu como um sélido fibroso que
resistia ao tratamento de plantas com &cido e amodnia e subsequentes extracdes com &gua,
alcool e éter. O termo celulose, entretanto, sé foi atribuido ao material observado em 1839.

A celulose é um dos biopolimeros mais abundantes na Terra e & predominante em
plantas servindo como fase de reforco dominante, ela ainda pode ser sintetizada por fungos e

bactérias. Esse biopolimero é obtido, portanto, de fontes renovaveis e residuos da
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agroindustria, aumentando também o potencial de reciclagem do produto final que a utiliza.
Moraes et al. (2016) a define como uma biomassa composta de multicamadas de microfibrilas
envolvidas por uma matriz amorfa, constituida geralmente de lignina e hemicelulose.
(TAIPINA, 2012; MILANEZ et al., 2014; MORAES et al., 2016).

A celulose, o principal constituinte, apresenta-se em ambas as estruturas amorfa e
cristalina; a lignina e a hemicelulose apresentam-se amorfas. A lignina é responsavel pela
solidificacdo da parede celular e a hemicelulose funciona como uma matriz em que 0
componente celuldsico se organiza. A Tabela 1 mostra os principais componentes de algumas
fibras naturais e pode-se perceber com clareza o potencial do algoddo como matéria prima
para a extracédo de celulose (TEIXEIRA et al., 2010; FAN & LI, 2012; TAIPINA, 2012).

Tabela 1 — Composicao de celulose, hemicelulose e lignina em
diversas fibras

Fibra Celulose (%) Hemicelulose (%) Lignina (%)
Algodéo ~90 3-6 -

Algodéo comercial ~99 - -

Juta 45-63 12-15 12-25

Rami 69 13 0,7

Sisal 50-64 10-14 10-12
Bambu 30-45 15-25 20-30
Cénhamo 60-77 10-17 3-10

FONTE: Martins et al. (2011); Taipina (2012) (adaptado)

A celulose, quando na escala nanométrica, possui excepcionais caracteristicas
mecanicas como elevada resisténcia mecanica e baixa densidade, que a habilita como reforgo
ideal para producdo de nanocompositos mais resistentes e leves. A nanocelulose possui
propriedades mecanicas superiores as das fibras de celulose convencionais porque possui
elevada razio de aspecto, baixa densidade (1.5g/cm®) e elevado modulo elastico (os
nanocristais podem atingir 138 GPa). Sua incorporacdo em matrizes poliméricas as concedem
maior estabilidade térmica e melhores propriedades de barreira, mesmo em baixas
concentragcdes (MILANEZ et al., 2014; MORAES et al., 2016).

Para a sua utilizagdo como biomaterial, sdo importantes as suas caracteristicas de
biodegradabiliadade, baixo custo, disponibilidade e propriedades mecanicas como resisténcia
a tracdo e modulo de Young que sdo adequadas a substitui¢do de tecidos duros, como o tecido
6sseo. (TEIXEIRA et al., 2010; FAN & LI, 2012).

Milanez et al. (2014) mostra uma estimativa de que, em 2017, a nanocelulose esteja

presente em 37% do mercado de compdsitos.
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A Figura 5 mostra a estrutura quimica da celulose, um dissacarideo denominado
celobiose forma a unidade de repeticdo e a unidade elementar é a anidro-D-glicose. Os
mondmeros sdo esterificados por ligacdes B-(1,4)-glicosidicas e o carbono anomérico é
responsavel pela formacdo das cadeias essencialmente lineares que resultam em uma
distribuicdo uniforme dos grupos hidroxila (TAIPINA, 2012).

Figura 5 - Unidade de repeticdo da celulose
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FONTE: TAIPINA, 2012. (adaptada)

Essa distribuicdo das hidroxilas permite que fortes interagdes de hidrogénio intra e
intermoleculares ocorram e estabilizem os arranjos cristalinos formando um polimero rigido.
Onde nédo ocorre orientacdo preferencial das hidroxilas sdo formadas porcdes amorfas. As
hidroxilas livres conferem ainda um carater predominantemente hidrofilico a celulose,

enquanto que a maioria dos polimeros termoplasticos apresenta baixa polaridade.

3.4.1. Biossintese de materiais celulésicos

A biossintese da celulose acontece em duas etapas. Na primeira etapa ocorre formacao
dos dissacarideos por ligagdes glicosidicas, polimerizacdo com a formacdo das cadeias
glucénicas e unido de tais cadeias para formacdo de dominios cristalinos. Entretanto ha
variagfes na biossintese que geram variacbes morfolégicas na celulose resultando em
polimorfos que variam quanto (i) a orientacdo das cadeias de celulose e (ii) a consequente
cristalinidade das cadeias. Quando as cadeias estdo dispostas com as ligagbes B 1-4
glicosidicas na mesma direcdo diz-se que sdo paralelas, em sentidos alternados aplica-se o
termo antiparalelas (TAIPINA, 2012).

Séo dois os polimorfos principais. O polimorfo | € a celulose encontrada na natureza, é
uma célula unitaria triclinica (lo), menos estavel, ou monoclinica (Ig). Nessa forma as cadeias

estdo orientadas paralelamente variando-se a intensidade e os planos em que as interagdes de
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hidrogénio ocorrem. O polimorfo Il pode ser obtido por tratamento com hidroxido de sédio
em concentracdes elevadas ou associado a altas temperaturas ou por solubilizagdo seguida de
precipitacdo da celulose nativa. As cadeias do polimorfo Il estdo orientadas de forma
antiparalela e é, por isso, mais estavel em comparacdo ao tipo | (TAIPINA, 2012).

Pré-tratamentos sdo utilizados para extracdo dos materiais celuldsicos purificados. A
retirada dos componentes ndo celuldsicos € feita por extracdo de ceras, branqueamento (que €
a remocdo da lignina) e hidrdlise enzimatica. Uma excelente vantagem do uso de algodao
comercial como fonte de celulose é a ndo necessidade dessa etapa de branqueamento para a
remog&o de lignina.

Uma segunda etapa € realizada se o objetivo é a extragdo da celulose nanofibrilada
e/ou cristalina, a porcdo com maior resisténcia a tracdo devido a cristalinidade. Nessa etapa
utilizam-se métodos mecénicos, hidrolise &cida e enzimatica a fim de isolar as formas
microcristalina, nanofibrilada ou nanocristais de celulose. A hidrdlise acida ataca as regides
amorfas na celulose porque essas estdo mais propensas ao ataque dos ions hidronios,
promovendo a clivagem hidrolitica de ligacdes glicosidicas. As formas obtidas dependem (i)
da biossintese, ou seja, do material escolhido como fonte de celulose e (ii) do processo de
extracdo da celulose desse material (FAN; LI, 2012; TAIPINA, 2012).

A celulose microcristalina é preparada com a purificacdo da celulose natural,
comumente a fonte utilizada é madeira. Esse material € composto de agregados de particulas
porosas, plasticas e altamente compressiveis obtidas pela hidrélise acida parcial das cadeias
de celulose. Na hidrdlise acida, geralmente realizada com acido sulfirico ou através da
hidrolise com &cido cloridrico combinada com desintegracdo mecanica, as moléculas &cidas
penetram nas regiGes amorfas e decompdem as ligacGes B-(1,4)-glicosidicas liberando
microcristais de celulose em um arranjo linear rigido (DEG, 2007; FAN & LI, 2012;
TAIPINA, 2012).

E possivel a obtencéo de fibras com didmetro manométrico (inferiores a 100nm), mas
com comprimento na escala de varios micrometros ou nanométros. Portanto, encontra-se na
literatura o termo nanofibra para ambos os materiais; e o termo microfibra somente para
aquela de comprimento na escala micro (VIANA, 2013).

Tais fibras s@o caracterizadas pela elevada razdo de aspecto e flexibilidade. As

unidades fibrilares sdo formadas por regides amorfas e cristalinas alternadas, isto &, repeticdes
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de unidades de celulose (cristalitos) ligador por dominios amorfos. (MILANEZ et al., 2014;
NASCIMENTO et al., 2015; MORAES et al., 2016).

As regides amorfas nas micro e nanofibras agem como defeitos estruturais e, quando
submetidos a ataque acido, s@o responsaveis pela quebra transversal das fibras em pequenos
nanocristais (NCCs) e nanofibras (MORAES et al., 2016). Esses cristais possuem formato de
agulhas (wiskers) com dimensdes depensentes da fonte de celulose utilizada, e elevada
cristalinidaade (TAIPINA, 2012; MILANEZ et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2015).

Fan e Li (2012) dissertam sobre a possibilidade da producdo de NCC a partir do
tratamento cido da celulose microcristalina obtida de materiais abundantes e baratos como a
madeira. Entretanto, salienta que 25 a 30% da celulose € separada como parte cristalina, muito
aquem dos 70% de material cristalino contidos na celulose. Em contrapartida, em sua
pesquisa utilizando tratamento acido em algoddo os rendimentos obtidos foram superiores a
60%. A Figura 6 permite perceber a diferenca entre nanofibras e nanocristais. As nanofibras
apresentam dominios amorfos unindo as regides cristalinas, 0s nanocristais nao.

Diferentes acidos podem ser utilizados para realizar a hidrolise acida em fibras
celuldsicas. A primeira publicagdo sobre isolamento de NCC’s com acido sulfurico foi feita
por Ranby em 1951. O uso desse acido produz suspensdo estavel de nanocristais devido a
repulsdo eletrostatica (Figura 7), entretanto, provoca a incorporacdo de grupos sulfatos na
superficie da celulose apds a hidrolise, essa incorporacéo exerce efeito catalitico nas reacoes
de degradacdo térmica. A substituicdo de hidroxilas por grupos sulfatos também diminui a
energia de ativacdo para degradacdo das cadeias. O uso de &cido cloridrico por sua vez
aumenta a estabilidade térmica, mas repetidas lavagens com agua retiram os cloretos e a
auséncia de forcas eletrostaticas mantendo a repulsdo de particulas as permitem formar
agregados (TEIXEIRA et al., 2010; TAIPINA, 2012).

Diversos fatores influenciam na eficiéncia da hidrélise acida. Fan e Li (2012)
avaliaram os efeitos de diferentes condi¢des de processamento: diferentes graus de batimento
no picotamento inicial das fibras, concentracfes de &cido sulfurico, tempos de reagdo e
temperaturas na producdo de NCC a partir de fibra de polpa de algodao. Taipina (2012) relata
que a relacdo &cido/matéria prima é acrescida na avaliacdo de muitos autores.

A Tabela 2 contém valores de resisténcia a tracdo e modulo de Young que comparam
as propriedades mecanicas de ambas as estruturas celulésicas mostradas na Figura 7 em

relacdo a outras cargas utilizadas como reforco em matrizes polimeéricas. As NFC possuem
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propriedades mecanicas de resisténcia a tracdo e modulo de Young superiores aos nanocristais

de celulose e as fibras de vidro e resisténcia a tracdo semelhante as fibras de carbono e maior

que Kevlar.

Figura 6 - Obtencéo da celulose microfibrilada e nanocristalina a partir da fibra
purificada.

Tratamento Fibra puriﬁt;ada

mecanico Hidrolise acida
v
Natoestriima de caliloss Nanoestrutura de celulose
na forma microfibrilada na forma de nanocristais

FONTE: Taipina (2012)

Figura 7 - Representacéo da insercéo do grupo sulfato proveniente da hidrolise com
H2SO4 na cadeia de celulose
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Tabela 2 - Valores de resisténcia a tragdo e modulo de Young de algumas
cargas utilizadas como reforgo de matrizes poliméricas

Material Resisténcia a tragdo (MPa) Médulo de Young (GPa)
Nanocristais de celulose 7,5 150
Nanofibra de celulose ~10 ~100
Fibra de vidro 4,8 86
Kevlar 3,8 130
Nanotubo de carbono 11-73 270-970

FONTE: Taipina (2012)

Os valores mostrados na tabela associados a elevada area superficial e elevada razdo
de aspectos nas NFC a caracterizam com excelente aplicacdo para serem usadas como carga

de reforco porque quando dispersas se aderem bem a matriz e transmitem o reforco mecéanico.

3.5. Fosfatos De Calcio

De Jong em 1926, foi o primeiro a observar, através de difracdo de raiosX, que 0s
cristais sélidos inorganicos que constituiam 65% da massa do 0sso se assemelhavam com
fosfatos de calcio (CaPs) e tinham uma razdo Ca/P bem proxima da hidroxiapatita (HA). De
Jong notou a presenca dos ions Na*, Mg?*, CO%3, K*, F e CI, esses trés tltimos em menor
quantidade, e classificou-a como uma hidroxiapatita carbonatada com a seguinte composicao
quimica (GUASTALDI; APARECIDA, 2010):

Cas 3[11,7(P04)4,3(CO3)(HPO4)0,7(OH,CO3)0,311 7

[ representa as possiveis substituicdes catidnicas

A biocompatibilidade dos CaPs se deve a sua composi¢cdo semelhante a fase mineral
de ossos, dentes e tecidos calcificados. Esses materiais sdo sollveis em agua, possibilitando a
troca de fons Ca?* e POs> com o meio bioldgico, facilitando o crescimento e regeneracéo
Ossea. A solubilidade decresce com o aumento da razdo Ca/P. Além disso, esses materiais ndo
sdo toxicos, sdo bioativos, osteocondutores, biodisponiveis, facilmente esterilizaveis e ainda
possuem taxas de degradacdo lentas e previsiveis, facilmente modificaveis com ajustes na
composigdo quimica. Tais caracteristicas 0s tornaram interessantes para aplicagdes
biomedicas em que é desejavel manter ligacdo entre 0 0sso e o implante. A Tabela 3 contém a

formula quimica, a razdo Ca/P e a ocorréncia dos principais tipos de CaPs no organismo
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(GUASTALDI; ERGUN et al., 2011; PICARD et al., 2013; APARECIDA, 2010; KEIL et al.,
2015).

Tabela 3 - Razédo Ca/P e ocorréncias de fosfatos de calcio em sistemas bioldgicos

Fosfatos de célcio Formula quimica Ocorréncia Ca/P

. . Esmalte, dentina, 0sso,
Hidroxiapatita (HA) Ca1o0(PO4)s(OH)2 caleulo dentario e urinario 1,67
Fosfatos de calcio amorfo (ACP) Caz(POs)2.nH20 Caélculo dentéario e urinario 1,50

Fosfatos t“((:.?_lc(é::(,:)o (o, @”,.y) Caz(POa)2 Caélculo dentéario e urinario 1,50

Célculo dentario, 0ssos

Fosfato octacalcico (OCP) CagH2(P0O4)s.5H20 decompostos 1,33
Calculo dentério e urinério,
Mono-hidrogénio fosfato de pedras salivares, caries
célcio di-hidratado (DCPD) CaHP04.2H:0 dentarias. Calcificacdo de 1,00
tecido mole
Pirofosfato de calcio di-hidratado Depoésitos de pseudo-gotas
(CPPD) CaoP207.2H20 em fluidos 1,00

Fonte: GUASTALDI; APARECIDA (2010). (Adaptado).

3.5.1. Sintese

A sintese dos fosfatos de célcio geralmente é feita em meio acido a partir de solucdes
contendo fons Ca?* e PO4>. Entretanto, compostos que apresentam os grupos HPO4> e POs*
podem também serem obtidos em meio alcalino. A Figura 8 mostra uma isoterma de
solubilidade do calcio em relacdo ao pH da solucdo. A inclinacdo negativa inicial indica que a
concentracdo de célcio vai reduzindo-se na solu¢cdo com o aumento do pH, isto é, os
compostos vao se tornando menos sollveis. Na regido alcalina a concentracdo de calcio
aumenta, 0s compostos sdo mais sollveis. Dessa forma, em pH fisioldgico (aproximadamente
7,4) a solubilidade dos fosfatos de calcio e, consequentemente, sua degradacgéo in vivo, é dada
na seguinte ordem: a-TCP>DCPD>0OCP>B-TCP>HA. Além disso, infere-se que fosfatos de
calcio tendem a degradar em fluidos corporais quando ha resposta de cicatrizacao de feridas
tornando o meio &cido e/ou pela atividade celular em pHs baixos (GUASTALDI;
APARECIDA, 2010; ERGUN et al., 2011).
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Figura 8 - Diagrama de solubilidade para o sistema ternario Ca(OH)2-HsPOs-H20 a
37°C

log [Ca]

Fonte: GUASTALDI; APARECIDA, 2010.(Adaptado).

3.5.2. Principais fosfatos de célcio (CaP)

Hidroxiapatita (HA)

A hidroxiapatita, cuja formula molecular é Caio(POs)s(OH)2, possui propriedades
comuns aos demais CaPs, tais como: auséncia de toxicidade, biocompatibilidade e
osteocondutividade. Entretanto, seu baixo indice de bioatividade (Ip) e sua lenta taxa de
degradacdo, podendo comecar a se degradar apds 4 ou 5 anos da data de colocacdo do
implante, sdo fatores limitantes a sua utilizacdo (GUASTALDI & APARECIDA, 2010).

O indice de bioatividade, I, € definido por Guastaldi e Aparecida (2010) como o
tempo necessario para que ocorram 50% de ligacdes interfaciais entre o biomaterial e o
tecido. A Tabela 4 compara o indice de bioatividade da HA com outros biomateriais. Os
materiais osteoindutores formam a classe A com I, maior que 8, estes promovem respostas
intra e extracelulares induzindo a colonizagdo de sua superficie por celulas progenitoras. Iy
menores que 8 formam a classe B dos materiais que séo apenas osteocondutores. Picard et al.
(2013) os definem como substratos para deposi¢do de 0sso, mas que nao podem por si induzir
a diferenciagdo osteogénica.
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Tabela 4 - Indice de bioatividade (Ib) de diferentes biomaterias

Biomaterial Ib Classe de Ligagcdo com Ligacdo com
bioatividade 0SS0 tecido mole
Vidro Bioativo (4555) 12,5 A Sim Sim
Vidro Bioativo (5254) 10,5 A Sim Sim
Ceramica Bioativa (AW) 6,0 B Sim Né&o
Hidroxiapatita (HA) 3,1 B Sim Néo
Alumina 0 - Né&o Né&o

Fonte: GUASTALDI & APARECIDA, 2010.

A hidroxiapatita apresenta I de 3,1, ou seja, € um material classe B, com
caracteristicas osteocondutoras. Guimardes et al. (2011) ressalta que os osteocondutores sao
eficazes porque mesmo nédo tendo a capacidade de induzir a citodiferenciacdo, preenchem o
defeito, orientam as novas células e promovem a neoformacao do tecido 6sseo. Picard et al.
(2013) entretanto, observa que pesquisas mais recentes apontam alguns CaPs como
onteoindutores, a percepgdo priméaria é que esses materiais agem como substratos para
adsorcdo e retencdo de fatores bioldgicos que induzem a diferenciacdo osteogénica. Mas a
osteoinduc¢do continua ndo sendo uma caracteristica intrinseca ao material, ela ocorre devido a
sua topografia e porosidade.

A HA cristaliza-se no sistema hexagonal compacto e dos CaPs citados apresenta a
maior cristalinidade e, portanto, em condi¢es fisiologicas, a menor propensao a degradacdo
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010). Guastaldi e Aparecida (2010) citam varias
caracteristicas que se alteram com a substituicdo do célcio e fosfato por outros ions na HA
uma vez que, como percebido por De Jong, sua forma bioldgica ndo é estequiométrica. Tais
substituicdes alteram cristalinidade, pardmetros de rede, dimensdes dos cristais, textura
superficial, estabilidade e solubilidade; afetam, portanto, a degradabilidade e o
comportamento in vivo dessa substancia. Em geral, pode-se dizer que a cristalinidade €
inversamente proporcional & taxa de degradacdo. A HA carbonatada do tipo A, com dilatacdo
do cristal, tem o sitio OH" substituido pelo CO3%, quando esse ion substitui o POs* obtém-se a
HA carbonatada do tipo B, com contragdo do cristal. Hidroxiapatitas sdo, portanto, reservas
disponiveis de célcio e fésforo devido a facilidade de suas substitui¢des. Sua interagdo com
proteinas se da através de interagdo elétrica dos seus grupos POs* com os grupos NH4* das
proteinas de ponto isoelétrico superiores a 8. Para proteinas acidas a adsor¢do ocorre com a

formacdo do complexo HA — Ca?*... -OOC — proteina.
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Fosfato de calcio amorfo (ACP)

A estrutura amorfa dos fosfatos de calcio de composicdo Caz(PO4)2.nH20 faz deles
materiais facilmente degradaveis. ACP é uma fase metaestavel intermediaria durante a
formacdo de CaPs em meios aquosos, com pH neutro ou alcalino; e bioldgicos, na
mineralizacdo dos tecidos. A cristalizacdo de cristais de HA in vitro ocorre na seguinte
sequéncia: ACP transforma-se em OCP que por sua vez se transforma em HA deficiente de
calcio (CagH2(POas)e.nH20). ACP também tem possibilidades de substituicdes catidnicas e
anionicas, entretanto, com menos possibilidades de substituices do que a HA e sdo mais
soltveis do que essas (GUASTALDI & APARECIDA, 2010; ERGUN et al., 2011).

Fosfato octacalcio (OCP)

OCP também é uma fase metaestavel. A estrutura cristalina do OCP é triclinica. Esse
fosfato de célcio faz substituicdo idbnica com maior facilidade do que a HA quando os ions sdo
Cd?*, Cu?* e F. Devido & sua maior velocidade de reabsor¢io em relacio a HA, a OCP é
considerada mais osteocondutiva e mais adequada em aplicacdes 6sseas onde se requer rapida
formacdo do tecido. Esse fosfato de célcio também adsorve proteinas tdo bem quanto a HA e
transforma-se irreversivelmente nessa substancia com o consumo de Ca?* do fluido biologico
seguindo a equacdo abaixo (GUASTALDI; APARECIDA, 2010):

Cag(HPO4)2(P04)4.5H20 + Ca?* + 20H" + 2H,0 — Ca1o(PO4)s(OH), + 5H,0 + 2H30*

Fosfato tricalcio (TCP)

Os fosfatos tricalcio sdo comuns em calcificacOes patologicas. Apresentam-se em
quatro formas alotrépicas: B-TCP, a-TCP, o’TCP e y-TCP. Esta ultima € obtida em altas
pressOes e, devido as dificuldades de preparacdo, suas caracteristicas ndo sdo exploradas. A
fase a é monoclinica, as fazes p e o’ sdo romboédricas. As trés primeiras possuem as
seguintes temperaturas de transicao:

1120-1180°C 1430-1470°C
B-TCP —— > o-TCP ——> o’TCP
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O TCP permite que até 15% dos ions célcio sejam substituidos por Mg?* formando B-
TCP substituido por magnésio. A osteoconducdo das fases B-TCP e a-TCP sdo semelhantes,
mas a ultima é mais bioativa. O TCP possui taxa de degradacdo elevada em relacdo a HA, isso
se torna uma limitacdo as suas aplicacdes (GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Fosfatos de calcio bifasicos (BCPs)

Diante de todas as informacdes coletadas sobre os principais fosfatos de calcio é
possivel concluir que TCP e HA possuem limitacdes que sdo um desafio a engenharia de
tecidos. Para sanar essas limitacbes muitos pesquisadores estudam sistemas bifasicos que
unem TCP e HA. Diferentes concentracdes de B-TCP e HA sdo utilizadas na formacdo de um
composito que, embora tenha composicdo semelhante de fases, une propriedades distintas de
ambas as estruturas (ERGUN et al., 2011; MARCHI et al., 2013; KEIL et al., 2015).

Anteriormente mencionou-se que os CaPs variam sua taxa de degradacdo de acordo
com a razdo Ca/P, cristalinidade e mudancas na estrutura cristalina feitas por atomos
substitucionais. De forma semelhante, Keil et al. (2015) salientam que a degradacdo e a
bioatividade dos BCPs é controlada pela composi¢do quimica, isto €, pela razdo B-TCP/HA,
que igualmente se relaciona a razdo Ca/P e aos parametros de cristalinidade dos fosfatos que
0s compBem. Esses autores, no entanto, ndo desconsideram que a macro e a microestrutura,
bem como fatores do hospedeiro podem influenciar em tais propriedades. Ergun et al. (2011)
especificam que essas caracteristicas micro e macroestruturais sdo composi¢do elementar,
topografia da superficie, porosidade, densidade, forma e tamanho do biomaterial.

Como ja descrito, a temperatura afeta a estabilidade da HA transformando-a
inicialmente em B-TCP. Associando a influéncia da temperatura a razéo p-TCP/HA, Ergun et
al. (2011) realizaram um estudo que permitiu avaliar as fases formadas em nanomateriais de
fosfatos de calcio, fabricados através do metodo de precipitacdo, variando a estequiometria e
temperatura de sinterizagdo. Com a variacéo das razdes estequiomeétricas e sinterizacoes feitas
até 700°C, as seguintes fases foram formadas: B-TCP e Ca2P.07 (0,5 < Ca/P < 0,75), B-TCP +
HA (Ca/P = 1,55), HA (Ca/P = 1,65) e HA + CaO (Ca/P > 2,00). Para baixas razdes Ca/P a
auséncia de calcio no sistema favoreceu a formacdo de fosfatos de célcio com menor
quantidade estequiométrica desse elemento e, mesmo a elevadas temperaturas (acima de

900°C), ndo houve formacdo de mais B-TCP porque ndo havia calcio disponivel no sistema.
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Em condic¢bes em que houve formacdo de HA, formou-se B-TCP com aquecimento a elevadas
temperaturas porque essa Ultima se tornou a fase mais estavel. A elevada concentragdo de
calcio no sistema, por sua vez, proporcionou a formagdo de CaO, com a temperatura de
sinterizacdo acima de 900°C mais CaO foi formado, devido ao aumento da reatividade com o
oxigénio, mas também como subproduto da decomposi¢do térmica da HA.

Marchi et al. (2013) avaliaram para diferentes razdoes de B-TCP/HA a
biocompatibilidade in vitro através da utilizacdo de culturas de fibroblastos. As conclusdes de
seu trabalho apontam que um aumento na quantidade de pB-TCP aumenta a
biocompatibilidade, sua superficie tem maior rugosidade e menor densidade induzindo uma
reatividade inicial maior. Entretanto, como TCPs sdo degradaveis rapidamente, os autores
sugerem o uso de matrizes de BCP revestidas com TCP para uma osteointegragdo mais
rapida, mas com permanéncia de um implante de longa vida. Ergun et al. (2011), entretanto,
alerta quanto ao uso de revestimento de implantes que degradam facilmente. A degradacéo da
superficie de forma acelerada pode ocasionar perda de estabilidade no implante levando a
formacéo de capsulas fibrosas e possivel rejeicdo do material.

Obter uma fase pura de HA como revestimento e/ou carga, além de indesejavel devido
a longa vida, é muito dificil. Muitos processos podem levar a heterogeneidade nas razGes
Ca/P desviando do padrdo estequiométrico 1,67 da HA conduzindo a uma falta de pureza.
Decomposicdes térmicas da HA também podem levar a formacgdo de TCP e a reacdo com o
oxigénio leva a formacao de 6xido de calcio. Portanto, evitar o processo complexo de se obter
fases puras é uma vantagem na producao de bifasicos (ERGUN et al., 2011).

Fosfatos de célcio bifasicos apresentam excelente biocompatibilidade e bioatividade.
Através de mudangas no controle de processo de sintese podem ser fabricados com
previsibilidade do tempo de degradacdo e ainda serem adicionados como carga a fim de
melhorar as caracteristicas biodegradativas de suas matrizes. Aliado a todos esses fatores,
mimetizam muito bem o tecido 6sseo sendo, portanto, um excelente material para producéo
de enxertos 6sseos ou scaffolds que reparem esse tecido.

Diante do exposto e visando a producdo de um material poroso para possivel
recuperacgdo tecidual 6ssea foram produzidos compdsitos de fosfato de calcio bifasico (BCP)
reforcados com nanofibras de celulose (NFC) em duas diferentes propor¢ées (60:40 e 75:25),
proporcdes que sdo semelhantes a fase inorganica e organica da matriz 6ssea. O BCP utilizado

foi produzido pela aluna de iniciacdo cientifica Jessica Pauline através da técnica de co-
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precitacdo do fosfato de calcio monofésico e hidroxido de célcio seguido de sinterizacdo a
950°C. Apds producdo, o BCP foi caracterizado através das técnicas de Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV), Difracdo de RaiosX (DRX) e Granulometria a Laser
(resultados ndo mostrados). As nanofibras de celulose foram produzidas através de hidrolise
acida do algoddo comercial e incorporadas a matriz de BCP no intuito de aumentar a
flexibilidade, degradabilidade e bioatividade do material resultante. As nanofibras de celulose
e as matrizes porosas produzidas foram submetidas a caracterizacao fisico-quimica. Para as
NFC as seguintes técnicas de caracterizacdo foram realizadas: Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Eletronica de Transmisséo
(MET) e Difracéo de RaiosX (DRX). Ja as matrizes porosas foram caracterizadas através de:
FTIR, Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Ensaios de Molhabilidade e obtencéo de

isotermas de Brunauer, Emmett e Taller (BET).

3.6. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

3.6.1. Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier — FTIR

FTIR é uma espectroscopia em que a transformada de Fourier é utilizada para
obtengdo de um espectro infravermelho (IV) em todo o alcance de comprimento de ondas
simultaneamente. O principal componente do equipamento é o interferdmetro de Michelson
(Figura 9). O interferdmetro é composto por um divisor do feixe de IV gque transmite metade
do feixe e reflete a outra metade, um espelho que recebe o feixe transmitido e outro que
recebe o feixe refletido. Ambos os feixes sdo refletidos pelo espelho e se combinam
novamente a fim de irradiar a amostra e serem recebidos por um detector. Um dos espelhos é
movel e possibilita mudar o caminho 6tico do feixe a fim de gerar interferéncia entre os
feixes. Se a mudanca corresponde a um nimero inteiro (n) de comprimento de onda (1), a
interferéncia é construtiva, se corresponde a (n + 1/2)4 a interferéncia é completamente

destrutiva (LENG, 2009).
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Figura 9 - Diagrama do interferometro de Michelson
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Fonte: LENG, 2009. (Adaptada)

A intensidade da interferéncia de luz como funcéo da diferenca do caminho dptico é
plotada em um gréafico chamado interferograma. O interferograma é a soma das ondas
sinusoidais em um elevado nimero de comprimentos de onda (Figura 10a). Percebe-se que 0
centro do gréfico corresponde a regido em que o0s espelhos proporcionam a maior
interferéncia construtiva. A transformada de Fourier é entdo aplicada para converter o grafico
em um espectro de IV, a mudanca é feita de intensidade versus caminho Optico para
intensidade versus nimero de onda (Figura 10b). O caminho Optico esta em um dominio de
tempo porque é obtido multiplicando o tempo com a velocidade de movimento do espelho. O
nimero de onda esta no dominio da frequéncia porque é igual a frequéncia dividida pela
velocidade da luz (LENG, 2009).

Figura 10 - Interferograma e interferograma com transformada de Fourier
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Fonte: LENG, 2009. (Adaptada)
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O espectro de IV convertido é chamado de espectro de feixe simples e inclui dados de
intensidade da amostra (I e da atmosfera (I, do equipamento. A razdo entre as intensidades
de ambos deve ser feita para eliminar a influéncia da atmosfera do equipamento. O gréfico
resultante é o espectro de transmitancia (T) (Equacdo 1). Para que o grafico seja feito com

absorbancia (4), basta realizar a converséo (Equacéo 2) (LENG, 2009).

(-

o (equacéo 1)

(A= —logT) (equacio 2)

A partir da anélise dos interferogramas pode-se obter informac6es sobre a composicao
qguimica das amostras, definida pela natureza dos atomos e o tipo de ligacdo do arranjo
espacial entre eles. A absorcdo de luz é influenciada pelas excitacBes vibracionais
moleculares. Estruturas configuracionais caracterizam o estado quimico e a conformacdo dos
grupos quimicos caracterizam a geometria do composto e suas interacdes moleculares.

3.6.2. Microscopia Eletrénica de Transmissdo - MET

Em um microscépio eletronico de transmissdo (MET), o processo de formacdo de
imagem ndo ocorre com luz visivel e lentes de vidro como em um microscépio Optico. A fonte
de luz é um feite de elétrons e lentes eletromagnéticas fazem a captura dos elétrons emitidos ap6s
contato com a amostra. O comprimento de onda do elétron é cerca de dez mil vezes menor do
que o da luz visivel. A resolucdo da imagem, portanto, pode alcancar a ordem de 0,1 nm (
LENG, 2009).

No sistema do MET, um canhédo de elétrons gera um feixe de elétrons (e) de elevada
energia (E) para iluminacdo. Nesse canhdo, o feixe de elétrons € emitido por um catodo e
acelerado por uma elevada tenséo (V). A energia pode ser calculada como E=eV. O canhéo
(Figura 11) é composto de catodo (fonte de elétrons), eletrodo de Wehnelt e anodo. Um campo
elétrico acelera os elétrons do catodo até o anodo. Algumas centenas de volts sdo necessarias
para estabilizar o feixe de elétrons contra flutuagcBes quando for necessario que o mesmo seja
reduzido em intensidade (LENG, 2009).
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Figura 11 - Estrutura geral do canhéo de elétrons
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FONTE: LENG (2009)

Os elétrons emitidos interagem com os 4tomos da amostra analisada, quando colidem
com um nucleo atémico, ocorre um desvio no caminho. O espalhamento de elétrons depende da
densidade e espessura do material em determinado ponto. Um angulo de espalhamento superior a
ordem de 0,01 radianos €é bloqueado pelo anel de abertura e percebido pelas lentes objetivas que
ficam logo acima desse anel. A abertura, portanto, controla a intensidade de transmissao do feixe
de elétrons. A intensidade do feixe de elétrons deixando a superficie da amostra e chegando a
abertura determina o brilho da imagem (Figura 12). Dessa forma, a equacdo 3 determina a
intensidade do feixe de elétrons transmitidos (If) de acordo com a intensidade do feixe de
elétrons primérios (lo) e defletidos (1), e a equacdo 4 da o contraste da imagem. O contraste é
maior quando dois pontos distintos da imagem podem ser identificados em uma distancia menor
entre eles (LENG, 2009).

=1~ 1, (equacéo 3)

C = [:'{o - '{tj-"'l"'ro
(equacéo 4)

As amostras do ensaio devem ser finas a ponto de conduzir elétrons, isto é, serem
eletronicamente transparentes. O suporte para que a amostra seja fixada € um disco de 3 mm de
didmetro, amostras menores do que isso sdo suportadas por uma grade quadriculada de carbono
com 3 mm de didametro que as impede de cair na coluna de vacuo do microscopio. Amostras
ainda menores exigem que malhas com orificios menores sejam fabricadas, usualmente séo

utilizadas malhas de cobre cobertas com uma fina camada de carbono amorfo (LENG, 2009).
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Figura 12 - Arranjo 6tico para contraste relacionado a massa e densidade da amostra
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3.6.3. Difracéo de RaiosX - DRX

A difracdo de raiosX € uma técnica ndo destrutiva e utilizada para identificacdo de
fases cristalinas em uma amostra. Quando um feixe de raiosX incide sobre um cristal, este
interage com os atomos da amostra levando a um espalhamento de elétrons e gerando
difracdo, isso ocorre porque os planos cristalogréaficos se orientam com espacamentos de
mesma ordem de grandeza do comprimento de onda dos raiosX. A Lei de Bragg, equacéo 5,
descreve esse fendbmeno de difracdo, onde: n € um nimero inteiro, A € o comprimento de onda
dos raios incidentes, d é a distancia interplanar e & é o angulo de difracdo conforme Figura 13
(ALBERTS et al., 2002).

Figura 13 - Representacdo da Lei de Bragg
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FONTE: AMORIM, 2007
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O difratograma, grafico que apresenta os resultados, é obtido através de um detector
que detecta o feixe difratado. Ele relaciona a intensidade de radiacdo medida pelo detector
com o angulo formado entre o feixe incidente e o espalhado (2#), também chamado de angulo
de espalhamento. Cada constituinte cristalino diferente em uma amostra produz um angulo de
espalhamento caracteristico que gera um pico no difratograma (AMORIM, 2007).

As ondas espalhadas devem estar em fase, interagindo construtivamente.
Adicionalmente, 2d sen &, deve ser um multiplo inteiro de comprimentos de onda, essa
condicdo é atendida quando um conjunto de planos do cristal satisfaz a Lei de Bragg.
Operacionalmente, seleciona-se o angulo e a velocidade de varredura no equipamento
(AMORIM, 2007).

3.6.4. Microscopia Eletrénica de Varredura - MEV

O MEV utiliza feixe de elétrons permitindo resolugcdo muito maior do que a alcancada
com a luz branca proveniente de fétons em microscopios épticos. Usualmente, utiliza-se
resolucdo na ordem de 2 a 5 nm. Além disso, o equipamento apresenta elevada profundidade
de campo dando as amostras aparéncia tridimensional. Fornece, portanto, informacGes
detalhadas sobre a morfologia de uma amostra solida (LENG, 2009).

Um feixe de elétrons acelerado pela alta tensdo entre a fonte de elétrons e uma tela
receptora catddica, de diametro reduzido, que pode ser guiado seguindo uma malha
retangular, varre a superficie da amostra ponto a ponto. A maioria dos equipamentos utiliza
um filamento de tungsténio aquecido como fonte de elétrons. As informagdes sdo detectadas
pela tela catddica cuja varredura esta sincronizada ao feixe incidente (LENG, 2009).

O volume de elétrons na interacdo entre o feixe e a amostra dependera da tensédo de
aceleracdo dos elétrons e do nimero atbmico da amostra. A analise fisico-quimica e as
imagens sao feitas através dos elétrons e ondas eletromagnéticas produzidas. Particulas e raios
eletromagnéticos derivados da interacdo entre feixe e amostra retornam a superficie, atingem
0 detector com certa energia, tal energia se relaciona com a profundidade méaxima de
deteccdo. Os elétrons secundarios e/ou retroespalhados sdo comumente utilizados para gerar
sinais que levardo a formacéo de imagens. O segundo possui maior energia fazendo com que

0 detector de elétrons retroespalhados opere na faixa de energia maior que o de elétrons
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secundarios. A amostra deve ser condutora, caso contrario, uma camada de ouro é utilizada

para metalizar a amostra (LENG, 2009).

3.6.5. Angulo de Contato

O angulo de contato ¢ uma medida quantitativa da molhabilidade de um solido. Ele é
definido como o angulo entre a tangente a superficie do liquido até a linha de encontro das
trés fases no plano da superficie sélida. Instrumentos modernos capturam imagem da gota e
tracam o seu perfil, ligando posteriormente a tangente a gota ao ponto de encontro das trés
fases: superficie sélida, liquido (gota) e gasosa. Portanto, o angulo de contato depende do
equilibrio termodinamico dessas trés fases (OGEDA 2010; DRELICH, 2013).

As superficies sdo regides de maior energia, as forcas atrativas e repulsivas entre
atomos do solido nao estdo em equilibrio na superficie. Como a natureza sempre tende ao
estado de menor energia, a adesdo entre os materiais € melhor quando maiores forem as
energias superficiais envolvidas. Quatro situacdes possiveis de resultados sdo mostradas na

Figura 14.

Figura 14 - Angulos de contato de liquidos com superficies solidas
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FONTE: OLIVEIRA, 2011

Na analise, uma gota em contato com uma superficie sélida que deve estar lisa, limpa
e estavel quimicamente e dimensionalmente. A gota se espalha sobre a superficie de acordo
com as possiveis interacfes formadas entre as moléculas do liquido e a superficie. Para
biomateriais a molhabilidade é importante porque permite a penetracdo de liquidos
extracelulares que criam um ambiente no implante que mimetiza melhor o tecido (OGEDA,
2010; DRELICH, 2013).

47



3.6.6. Area Superficial e Porosidade Pelo Método de Brunauer, Emmett e Taller (BET)

O ensaio BET, baseado na teoria desenvolvida por Stephen Brunauer, Paul Hugh
Emmett e Edward Teller, tem como funcdo determinar a area superficial e a distribuicdo de
tamanho de poros em uma amostra solida através da adsorcéo fisica de moléculas gasosas
sobre ela. A relacdo entre a quantidade adsorvida e a pressdo de equilibrio do g&s a uma dada
temperatura forma a isoterma de adsorcdo. O tamanho das moléculas do gas, bem como a
acessibilidade dos poros sdo fatores que influenciam os resultados obtidos. Os poros da
amostra sdo classificados de acordo com o tamanho em: macroporos (acima de 50 nm),
mesoporos (entre 2 e 50 nm), e microporos (inferiores a 2nm) (SING et al., 2008).

A equacdo 6 mostra o célculo da area superficial (4.) da amostra, feito em funcéo da
capacidade da monocamada (nZ ), e da area que uma molécula de adsorbato, gés de adsorc¢éo,
ocupa (a,,). A capacidade da monocamada é a quantidade de molar de moléculas gasosas
necessarias para formar uma camada Unica na superficie do material. L é a constante de
Avogadro. A equacdo 7 permite o calculo da area superficial especifica, onde m é a massa do
material (SING et al., 2008).

A, =nZ.L.a, (equacéo 6)

a, = A /m (equacéo 7)

Dois métodos podem ser utilizados nesta técnica. O método volumétrico € o mais
utilizado e baseia-se na quantidade de gas admitido em uma cadmera ndo expansivel. Quando a
adsorcdo ocorre, a pressdo cai até se estabilizar, a diferenca entre a quantidade de gas
admitido na camara e a quantidade necessaria para ocupar o volume ao redor da amostra
(espaco morto) fornece a quantidade de gas adsorvido na amostra. O meétodo gravimétrico
baseia-se no ganho de massa que a amostra apresenta durante o ensaio, no entanto, esse
método demanda o uso de balangas muito precisas (SING et al., 2008).

Inicialmente faz-se necessaria a remocao de espéecies contaminantes que possam estar
adsorvidas a amostra, para tal, a superficie € exposta a vacuo e elevadas temperaturas. O
ensaio geralmente é feito com nitrogénio a 77K. A cada insercdo de gas e estabilizacdo da
pressdo, um ponto é coletado. A isoterma resultante segue a equacao 8 em que € € a constante
de BET e esta exponencialmente relacionada com a entalpia de adsor¢do na primeira camada
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de atomos do gas; p € a pressdo medida em equilibrio; ° é a pressdo inicial do sistema; n® é
a quantidade adsorvida na pressao relativa p/p°; e n3, € a capacidade da monocamada (SING
et al., 2008).

gl 1 c-1p

= +

n?(p®—p) - n%lf

(equacao 8)

n%,ll‘_'p':'

Para célculo do diametro do poro, assume-se que 0 gas adsorvido se encontra
condensado em um estado liquido normal. O didametro do poro é calculado de acordo com a
equacdo 9, onde d, € o diametro do poro, r, € o raio de Kelvin e ¢t é a espessura das
multicamadas formadas. =, € funcdo de p/p°, temperatura, a tensdo superficial do liquido
condensado e seu volume molar. E a curvatura do menisco do liquido presente nos poros
(SING et al., 2008).

d, =r,+ 2t (equacao 9)
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4. MATERIAIS E METODOS

Os seguintes materiais e métodos foram utilizados para o preparo e caracterizacdo das
amostras de trabalho. O fluxograma mostrado na figura 15 explicita as etapas seguidas.
Inicialmente foram preparadas as NFC e estas foram caracterizadas. Posteriormente foram
feitas as particulas e pastilnas da amostra controle BCP100 e os compositos de BCP com
NFC. Todas as técnicas e procedimentos apresentados ao longo desse trabalho seguem a

ordem cronoldgica do fluxograma abaixo.

Figura 15 - Fluxograma das etapas de trabalho

Materiais Caracterizacdo

FTIR
| NFC | > MET
DRX

FTIR
- | Particulas | > MEV
BCP100 e BET
compositos

- | Pastilhas | — | Angulo de contato |
FONTE: da propria autora

4.1. Materiais

Os materiais utilizados na hidrolise acida do algoddo comercial da marca Carrefour®
foram écido cloridrico 37% P.A. da marca NEON, acido sulfdrico P.A. da marca Raegen e
agua destilada. Na fase posterior de neutralizacdo da solucéo foi utilizado hidréxido de sodio
da marca Anidrol. Na preparacédo dos compositos foi utilizado o detergente Triton™-X100 da
Sigma Aldrich.

A sintese e caracterizacdo do fosfato de célcio bifésico foi feita pela aluna de Iniciacao
Cientifica Jéssica Pauline Nunes Marinho do Centro Federal de Educacdo Tecnoldgica de
Minas Gerais, que utilizou as técnicas de DRX para determinar o grau de cristalinidade e o
ensaio granulométrico para identificar a distribui¢do e tamanho das particulas. A difratometria
foi feita em difratdmetro de raiosX Shimadzu, modelo XR-7000, operando com radiacdo de
CuKa (1=1,5418 A), tensdo de 30kV e corrente de 15 a 40mA. Os difratogramas foram

obtidos a temperatura ambiente com angulo de varredura de 10 a 80° (28) e passo de 0,02° a
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cada 40 segundos. O DRX mostrado na figura 16 apresentou picos caracteristicos da
hidroxiapatita (HA) e beta trifosfato de calcio (£-TCP). A analise granulométrica foi feita em
granulémetro a laser Cilas 1090. O Tamanho médio das particulas de BCP é 31,36um como

mostra o grafico da figura 17. Ambos os equipamentos pertencem ao CEFET-MG.

Figura 16 - Distribuicdo Granulométrica das particulas de BCP
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FONTE: MARINHO, 2016.

Figura 17 - DRX das particulas de BCP
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4.2.  Preparo das Nanofibras de Celulose (NFC)

Uma solucéo acida foi preparada com concentracdo de 2,2 mol/L de HCI e 3,62 mol/L
de H2SO4. A solucdo acida, a 65 °C, foi vertida sobre a amostra de algoddo comercial. A
proporcdo utilizada foi 1g de algodédo para cada 33,3 mL de solugdo. A mistura foi mantida
sob agitacdo magnética por 75 minutos a temperatura de 65 °C. A solucdo acida com as NFC
foi neutralizada com NaOH até se obter uma solucdo com pH 7,0. Apds as NFC decantarem,
0 sobrenadante foi retirado e a amostra foi lavada quatro vezes com agua destilada. Apds a
ultima retirada do sobrenadante, uma massa hidratada de NFC foi formada. Essa massa foi
seca em estufa a 60 °C por 24 horas. Apds secagem, foi utilizado um almofariz e pistilo para
desmanchar as aglomerac6es de NFC formadas e assim obter a amostra em po. As etapas de

producdo das NFC encontram-se representadas na figura 18.

Figura 18 - Producédo das Nanofibras de Celulose
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FONTE: da propria autora

4.3. Preparo dos compdsitos BCP-NCF

Trés amostras foram preparadas com diferentes propor¢des de BCP, NFC e detergente
Triton™-X-100. Em proporgdo dos solidos, as seguintes amostras foram produzidas: (i)
amostra BCP100 — 4g de BCP e Og de NFC; (ii) amostra BCP75 — 3g de BCP e 1g de NFC,
perfazendo a proporcdo de 75:25; (iii) amostra BCP60 — 2,59 de BCP e 1,59 de NFC,

perfazendo a proporcdo de 60:40. BCP100 é o controle que ndo contem fase polimérica,
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BCP75 e BCP60 utilizam as proporgdes descritas a fim de mimetizar a composi¢do dssea de
fosfato de célcio que é aproximadamente 65% (GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Todas as amostras foram hidratadas e individualmente agitadas vigorosamente por 5
minutos com 0,01% de Triton™-X-100 para formacio de espuma. Posteriormente foram
depositadas em recipiente de aluminio e levadas a estufa microprocessadora de cultura
bacterioldgica da marca Quimis, modelo Q316M4, por 60 min em temperatura de 60°C para a
estabilizacdo das bolhas formadas. Parte das amostras foi prensada a aproximadamente 15kPa
e a tensdo foi mantida constante por um minuto para a formacao de pastilhas, congeladas em
freezer da marca Consul, modelo CVU18, a -18 °C por 10 minutos e entdo submetidas a
choque térmico em estufa de esterilizacdo e secagem com microcirculagdo e renovacao
forcada de ar da marca CIENLAB, modelo CE-220/100, pré-aquecida a 168°C e mantidas
nessa temperatura por 3 horas. A outra parte das amostras ndo passou pela prensagem, mas
foram submetidas ao mesmo tratamento térmico das pastilhas. As etapas de producdo dos
compdsitos BCP-NFC encontram-se representadas na figura 19.

Figura 19 - Produgdo dos compdsitos BCP-NCF
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FONTE: da propria autora 53



4.4. Caracterizacao das Nanofibras de Celulose (NFC)
4.4.1. Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier - FTIR

Amostras de algoddo comercial e NFC foram analisadas através da técnica de FTIR
para identificagdo da composigdo quimica do material na faixa espectral de 400 a 4000 cm™
com resolugdo de 4 cm™. O equipamento utilizado foi o espectrofotdmetro Nicolet Thermo
Scientific 380 com cristal de seleneto de zinco (ZNSe) do Departamento de Quimica do

Centro Federal de Educacdo Tecnoldgica de Minas Gerais.
4.4.2. Microscopia Eletrénica de Transmissao - MET

A microscopia eletronica de transmisséo foi realizada no microscopio eletronico de
transmissdo Tecnai G2-20 - SuperTwin FEI — 200 kV, pertencente ao Centro de Microscopia
da Universidade Federal de Minas Gerais. O equipamento operou a 200 KV com uma tensédo
variavel de 60 kV, resolucdo de linha de 0,10 nm, resolucdo de ponto de 0,24 nm e aumento
variavel de 25 x a 1.100.000 x. As nanofibras foram diluidas em &gua e dispersas em um
aparelho de ultrassom durante 10 minutos. Uma gota desta solucéo foi colocada sobre grides
de carbono e deixadas para secar a temperatura ambiente por 24 horas. As amostras foram
entdo coradas com solucdo contraste de 2 % de acetato de uranila. Apds nova secagem a
temperatura ambiente por 24 horas a morfologia e o diametro das nanofibras de celulose

foram analisados no microscopio.
4.4.3. Difracéo de RaiosX - DRX

Amostras de algoddo comercial e nanofibras de celulose (NFC) foram submetidas ao
ensaio de DRX para avaliacdo da composicéo de fases e grau de cristalinidade. A amostra de
algodao foi previamente prensada para obtencdo de uma superficie mais homogénea. Ja as
NCF foram somente colocadas no suporte, pois se apresentavam como um pé. O equipamento
utilizado foi o difratbmetro de raiosX Shimadzu, modelo XRD-7000, operado com radiacédo
de CuKa (1=1,54184), tenséo de 40 kV e corrente de 30 mA, pertencente ao Departamento

de Engenharia de Materiais do Centro Federal de Educacdo Tecnologica de Minas Gerais. O

54



ensaio foi feito a temperatura ambiente, o intervalo do angulo de varredura utilizado foi de 10
a 80° (28) e passo de 0,02° a cada 40 s.
O indice de cristalinidade (Ic), das amostras foi calculado utilizando a equacéo a

seguir:
Ic= (l cristalino — | amorfo) I 1 ¢ristatino X100 (equagéo 10)
Onde | cristalino COrresponde a altura da fase cristalina (20 ~ 22,6°) e | amorfo
corresponde a altura da fase amorfa (20 ~ 18°) em relacéo a linha base.
4.5. Caracterizagdo dos compositos de BCP e NFC
4.5.1. Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier - FTIR
Apbs a fabricacdo dos compdsitos, as amostras nao prensadas BCP100, BCP75 e
BCP60 foram analisadas no equipamento de FTIR para identificacdo da composi¢do quimica.
O equipamento utilizado e os pardmetros adotados foram 0s mesmos descritos para a anélise
das nanofibras de celulose, item 5.4.1.
4.5.2. Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV
As micrografias dos compasitos ndo prensados foram feitas no microscépio Shimadzu,
modelo SSX-550 do Departamento de Engenharia de Materiais do Centro Federal de
Educacdo Tecnoldgica de Minas Gerais. As amostras foram previamente metalizadas com

ouro. Foram obtidos aumentos de 50x, 350x e 2000x para observacdo da morfologia dos

materiais.
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4.5.3. Angulo de Contato

Medidas do angulo de contato formado entre goticulas de &gua e 0s compositos
prensados BCP100, BCP75 e BCP60, foram realizadas no equipamento da marca Krass,
modelo DAS100 pertencente ao Departamento de Engenharia de Materiais do Centro Federal
de Educagdo Tecnoldgica de Minas Gerais. Foram utilizadas gotas de 30 uL com velocidade
de descida de 10 uL por segundo. As imagens obtidas foram arquivadas, assim como o valor

meédio do angulo de contato formado nas diferentes amostras.

4.5.4. Isotermas de Brunauer, Emmett e Taller (BET)

As amostras foram analisadas no equipamento da marca Nova, modelo 2200 do
Departamento de Engenharia de Materiais do Centro de Educacdo Tecnoldgica de Minas
Gerais. Os materiais BCP100, BCP75 e BCP60 foram tratados durante 12 horas sob vacuo na
temperatura de 130 °C para retirada de possiveis impurezas. O ensaio foi realizado com
nitrogénio gasoso e 30 pontos foram coletados para analise da area superficial e porosidade

dos materiais.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producéo e Caracterizacdo das Nanofibras de Celulose

As nanofibras de celulose produzidas por hidrélise &cida originaram uma suspensao
estavel com aspecto branco, leitoso e homogéneo (Figura 20a). Apds a neutralizacdo com
hidroxido de sédio a massa de NFC hidratada foi sedimentada e o sobrenadante apresentou
aspecto limpido. A parte decantada era pastosa e apresentava uma massa muito elevada, cerca
de quatro vezes maior que a massa seca de algoddo introduzida a mistura. Ao final do
processo de secagem e cominuicdo, obteve-se um pé branco, fino e solto (Figura 20b). Tanto
0 aspecto da solucdo, quanto das NFC obtidas é semelhante a resultados previamente
descritos na literatura (TEIXEIRA et al, 2010; TAIPINA, 2012; MORAES et al, 2016).

O rendimento de producdo das NFC foi aproximadamente de 91,5%. Produzir
nanofibras de celulose com elevado rendimento a partir de algoddo comercial, um material
abundante e barato, e utilizando técnicas simples de processamento € uma estratégia de
pesquisa promissora, uma vez que NFC sdo amplamente utilizadas na literatura como refor¢o
de matrizes poliméricas e ceramicas para as mais distintas aplicacbes (WEI et al., 2016;
SVAGAN et al., 2016; WANG et al., 2017). No presente trabalho as NFC foram utilizadas
como reforco para uma matriz ceramica de fosfato de célcio com a possivel aplicacdo no

reparo de tecidos 6sseos.

Figura 20 — Aspecto macroscopico das NCF

(@ Imagem da suspensdo de NFC em solucdo 4&cida antes da
neutralizacdo com NaOH, e (b) P4 obtido no final do processo, ap6s
secagem e cominuicdo dos grumos formados.

Fonte: da propria autora
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Amostras de algoddo comercial e NFC foram submetidas ao ensaio de Espectroscopia
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) para avaliar a composicao quimica e a
presenca de contaminantes. Os espectros do algoddo comercial e da NFC apresentam bandas
tipicas da celulose (TAIPINA, 2012; SA et al., 2015, NASCIMENTO et al., 2016). Na figura
21 observam-se picos em 3331,2 cm™ e 3333,1 cm™ caracteristicos dos grupos hidroxila da
celulose e da agua de hidratacdo das fibras. Os picos a 2897,2 cm™ e 2902,9 cm? sdo
caracteristicos da vibracdo de estiramento, vibracdo simétrica e assimétrica em CH alifaticos
presentes. As bandas de 1632,8 cm™ e 1640,5 cm™ podem ser obtidas pela presenca de agua
nas fibras ou reacdes de oxidagdo. As bandas em 1429,3 cm™ e 1427,3 cm™ caracterizam
deformacdo angular de C-H. O pico no comprimento de onda 1314,5 cm™ foi equivalente em
ambas as amostras, e é formado devido a presenca de vibrac6es entre grupos C-O, tal vibracédo
ocorre em estiramentos nos anéis. Os picos coincidentes a 1030,0 cm™ esto relacionados a
estiramentos CO e OH na celulose. Por fim, os picos a 903,7 cm™ e 907,5 cm™ s&o formados
devido a ligagdes P glicosidicas entre os monossacarideos. Além dos picos descritos, na
amostra de NFC observa-se um pico em 1730,0 cm™ que n&o esta presente na amostra de
algoddo comercial. Alguns trabalhos relatam que a oxidacao da celulose pode gerar um pico
nessa regido (FAN et al.,, 2012; LOJEWSK et al., 2014) deste modo mais estudos s&o
necessarios para verificar essa possibilidade. Além disso, nas anélises de FTIR ndo foram

encontrados picos que indicassem a presenca de contaminantes nas amostras.
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Figura 21 — FTIR das amostras de algodao e NFC
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Fonte: da propria autora
A morfologia e o diametro das nanofibras de celulose obtidas por hidrélise acida

foram observados atraves da Microscopia Eletronica de Transmissdo (Figura 22). Na Figura
22a, as nanofibras encontram-se organizadas em feixes por cima da malha de carbono onde
foram depositadas, mostrando um elevado grau de aglomeracdo entre as fibras. Durante o
preparo da amostra as NFC foram dissolvidas em agua e dispersadas em um ultrassom,
entretanto as fibras continuaram aglomeradas. Essa caracteristica das NFC foi extensivamente
relatada na literatura (TEIXEIRA et al., 2010; TAIPINA, 2012; VIANA, 2013), e deve-se a
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interacdo entre os grupos hidroxilas das moléculas de glicose, unidades formadoras da
celulose.

O diametro médio observado foi de 12,75 nm, medida compativel com a descri¢édo de
NFC obtidas em trabalhos anteriores (TEIXEIRA et al., 2010; TAIPINA, 2012). Na Figura
22b, uma porgéo entre vazios na malha foi representada. A estrutura se encontra na escala

nanométrica e em formato de agulha, confirmando a eficacia do tratamento acido realizado.

Figura 22 - MET das NFC

Fonte: da propria autora

A figura 23 mostra os difratogramas de raiosX das amostras de algod&o comercial e
NFC. Os picos em 26 de aproximadamente 15°, 17° e 23° com dire¢des cristalograficas (101),
(10-1) e (002) respectivamente, indicam a presenca de celulose tipo | presente tanto no
algoddo quanto nas NFC. Taipina (2012) acentua que o pico duplo ao redor de 15° €
indicativo da presenca de material celulésico, portanto, presente em ambas as amostras. O
pico de 34,5° referente ao plano cristalografico (040) esta presente somente na amostra NCF.
Resultado semelhante ja havia sido descrito em trabalhos anteriores (TEIXEIRA et al., 2010;
TAIPINA, 2012).
Na amostra de algoddo observam-se quatro picos em 26>35°. Esses picos se devem a
difracdo de raiosX do porta-amostra e ndo do seu conteudo, algoddo comercial, e, portanto,
foram ignorados. Em andlises posteriores do algoddo esses picos ndo foram observados

(resultados ndo mostrados).
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Figura 23 - DRX das amostras de algoddo e NFC
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Fonte: da propria autora

Uma analise comparativa dos difratogramas mostra que a intensidade dos picos
sofreu alteracdo, resultando em uma alteracdo da cristalinidade das fibras ap6s a hidrdlise
acida. A Tabela 5 sumariza os principais picos obtidos nas analises de DRX e o indice de

cristalinidade calculado a partir da equacéo 10.

Tabela 5 - Intensidade dos picos obtidos no DRX e Indice de Cristalinidade.

Picos na NFC Intensidade (a.u.) indice de cristalinidade
14,82° 267.99
16,38° 225.43
22,66° 1379.56 80%
34,44° 160.58
Picos no Algodéo Intensidade (a.u.) indice de cristalinidade
16,1° 82,53
17,6° 68,69 68%
23,68° 255,84

Fonte: da propria autora
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O aumento do indice de cristalinidade das NFC em relacdo ao algoddo comercial indica a
efetividade da hidrolise 4cida que remove preferencialmente a fase amorfa da fibra. indices de
cristalinidade semelhantes foram encontrados no trabalho de Teixeira et al. (2010) e no
trabalho de Taipina (2012).

5.2. Producéo e Caracterizacdo dos Compdsitos de BCP e NFC

Compdsitos com diferentes propor¢ées de BCP e NFC foram obtidos através da
técnica de producdo de espumas, uma estratégia experimental utilizada para obter compostos
porosos. Na figura 24 sdo mostradas imagens das particulas e pastilhas em diversos momentos
do processo de sintese.

Ap06s misturar as quantidades previamente determinadas de BCP, NFC, detergente
Triton™-X100 e &gua as amostras foram submetidas a agitacdo manual vigorosa. Tal
procedimento resultou em muitas bolhas devido a presenca do detergente. Essas bolhas, no
entanto, ndo sdo estaveis a temperatura ambiente, e por isso, as amostras foram aquecidas a
60°C durante 60 minutos visando a estabilizacdo das bolhas. As amostras ap06s estabilizacéo
sdo vistas nos itens (a), (b) e (c) da Figura 24. Esse material, no entanto, é bastante fragil e, no
intuito de aumentar a resisténcia mecanica, as particulas e as pastilhas foram submetidas a um

choque térmico (Itens (d) a (f) e (j) a (I) respectivamente, da figura 24.
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Figura 24 - Particulas e pastilhas de BCP100, BCP75 e BCP60

Espuma de (a) BCP100, (b) BCP75 e (c) BCP60 apés estabilizacdo da estrutura em estufa a 60°C por 60
minutos. Espuma de (d) BCP100, () BCP75 e (f) BCP60 apds choque térmico. Pastilhas formadas de (g)
BCP100, (h) BCP75 e (i) BCP60 a partir do material formado em (a), (b) e (c). Pastilhas de (j) BCP100, (k)
BCP75 e (I) BCP60 apds choque térmico.

Fonte: da propria autora.
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Pela tonalidade das amostras, percebe-se que as particulas e as pastilhas com maior
teor de NFC ficaram mais escuras ao final do tratamento térmico a 168 °C. Trabalhos
encontrados na literatura descrevem uma faixa de temperatura entre 210 °C e 300 °C na qual
as nanofibras de celulose iniciam sua degradacdo (CORREA, 2010; TEIXEIRA et al., 2010).
Deste modo, é pouco provavel que a mudanga de tonalidade seja uma consequéncia da
degradacdo das NFC em virtude do tratamento térmico. As analises de FTIR das NFC (topico
6.1 desta Secdo) indicam a presenca de uma banda em 1730,0 cm™ que alguns autores
atribuem a formacdo de produtos de oxidacdo da celulose. A mudanca de tonalidade
observada nas nanofibras pode ser pelo menos em parte, associada a esse fator, uma vez que a
estufa utilizada para o choque térmico das amostras possuia intensa circulagdo de ar. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para se confirmar essa possibilidade.

Outra caracteristica importante é a resisténcia das pastilhas formadas. A amostra
BCP60 que possui maior teor de NFC absorveu maior quantidade de agua e, portanto, o
material ndo permaneceu dentro do molde ao ser prensado e quebrou. Apds a prensagem, ao
quebrar as pastilhas com as méos, € possivel perceber a seguinte relacdo de resisténcia das
amostras: BCP100 > BCP75 > BCP60. Entretanto, ensaios mecanicos deverdo ser realizados
para avaliar quantitativamente as propriedades mecénicas dos materiais produzidos. Além
disso, seria importante otimizar o protocolo de preparo das pastilhas para evitar que elas
quebrem e facilitar a comparacéo entre elas.

A figura 25 apresenta o grafico de FTIR comparativo entre as amostras BCP100,
BCP75, BCP60 e NFC, explicitando a interacdo entre BCP e NFC nos compositos.

Para a amostra BCP100, ou seja, a amostra que contém somente BCP observam-se em
3574,3 cm™ e em 628,8 cm™ picos correspondentes & hidroxila. Ja os picos em 1085,0 cm™,
1022,0 cm™, 962, 5 cm®, 597,9 cm™ e 559,1 cm s3o indicativos da presenca de PO (KIM,
2012).

Para dois os compositos produzidos percebe-se que a quantidade de NFC presente na
amostra possui uma relacdo direta com a intensidade das bandas caracteristicas das
nanofibras. O quadro abaixo da figura 25 sumariza as bandas encontradas nas analises de
FTIR das amostras, evidenciando que as bandas dos compositos apresentam um pequeno
desvio em relacdo aquelas das nanofibras. Infere-se, portanto, que houve interacdo entre os

componentes do composito. As duas Ultimas bandas identificadas, no entanto, ndo podem ser
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atribuidas apenas a CO ¢ OH e ligagdes B glicosidicas porque se sobrepdem as bandas do
PO.* presentes no BCP.

A presenca de sais provenientes da neutralizacdo da solucdo acida ndo pdde ser
confirmada nessa técnica porque o cloreto de sodio é transparente a radiacdo infravermelha, e
o sulfato de sodio possui bandas de absorbancia que se sobrepdem as dos outros compostos, a
saber, ~2900,0 cm™, ~1110,0 cm™, 620-650 cm™ (NIST, 2016).

Figura 25 - FTIR comparativo entre as amostras BCP100, NFC e os compdsitos BCP75
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NFC (cm?) 33331 29029 16405 14273 13145 10300 907,5
BCP75 (cm) 33350 28930 16460 14196 13145 10261 559,0
BCP60 (cm™) 33350 29090  1626,0 14264 13155 1024, 557,0

Fonte: da propria autora
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O aspecto morfolégico das particulas produzidas foi analisado através de
Microscopia Eletronica de Varredura, conforme apresentado na Figura 26. A amostra de
BCP100, ou seja, somente BCP, possui uma superficie irregular e ndo esférica. Ja os
compositos produzidos, BCP75 e BCP60, apresentam particulas esféricas no aumento de 50x
e com tamanho superior a 200 um, figuras 26d e 26g. A superficie dos compdsitos produzidos
apresenta-se bastante irregular e estruturas que consideramos semelhantes a cristais de sal
podem ser observadas (setas vermelhas); entretanto, 0 método de neutralizagdo da amostra
com hidroxido ndo é amplamente relatado na bibliografia e ndo encontramos estruturas
comprovadamente de sais em outros trabalhos. A contaminacdo com sais NaCl e Na;SOq
provenientes da neutralizacdo da solucdo acida € possivel devido a natureza dos materiais
utilizados, mas ndo foi comprovada nas anélises de FTIR, e pode ser eliminada com lavagens
sucessivas da amostra para a retirada da solucdo &cida ao invés da neutralizacdo com
hidroxido de sodio. Além disso, no aumento de 1200x pode-se observar a presenca de poros,

que apesar de ndo terem sido medidos, estdo na escala micrométrica.

Figura 26 - MEV da amostra BCP100 e dos compositos BCP75 e BCP60

As amostras (a), (b) e (c) sdo particulas de BCP100 mostradas com aumento de 50x, 350x e 1200x, respectivamente.
As amostras (d), (e) e (f) sdo particulas de BCP75 mostradas com aumento de 50x, 350x e 1200x, respectivamente. As
amostras (g), (h) e (i) sdo particulas de BCP60 mostradas com aumento de 50x, 350x e 1200x, respectivamente.

Fonte: da prépria autora
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Para a realizagdo do ensaio de molhabilidade os materiais produzidos foram
prensados. A pastilha de BCP100 apresentou um carater hiperhidrofilico com
desaparecimento da gota, mas mesmo assim foi possivel capturar a imagem assim que a
mesma tocou a superficie da amostra (Figura 27). As pastilhas de BCP75 e BCP60 também
apresentaram carater hiperhidrofilico, porém ndo foi possivel sequer capturar a imagem da
dispersdo da &gua sobre a sua superficie. Esses dados de molhabilidade obtidos sugerem que a
adicdo de nanofibras de celulose ao BCP aumenta a hidrofilicidade das amostras. Como 0s
todos os materiais produzidos eram hiperhidrofilicos nao foi possivel determinar com
confiabilidade o angulo médio de contato, deste modo foi realizada somente uma avaliagao

visual.

Figura 27 - Angulo de contato da pastilha BCP100

Fonte: da propria autora

A andlise da area superficial das particulas foi feita através da obtencdo das isotermas
de Brunauer, Emmett e Taller (BET). Os resultados obtidos para as amostras BCP100, BCP75
e BCP60 foram: 1,553 m?/g, 2,451 m?/g e 0,196 m?/g, respectivamente. Comparando-se a
area superficial da amostra BCP100 e BCP60 observa-se um aumento de 158%, e da amostra
BCP100 e BCP60 uma diminuicdo de 87% na area superficial. Como era esperado, a adi¢cdo
de 25% de NFC, material com elevada area superficial, a uma matriz ceramica ocasionaria um
aumento na area superficial, entretanto ao se adicionar 40% de NFC observa-se um efeito
contrario. Esse resultado pode ser explicado pelo elevado grau de aglomeragdo das
nanofibras, fato que € corroborado pelo menor tamanho das particulas de BPC60 comparado
as particulas de BCP75.

67



O célculo da porosidade através das isotermas do BET foi inconclusivo devido a érea
superficial das amostras, e consequentes erros associados a obtencdo das curvas. Entretanto,
em uma analise preliminar, conforme discutido no topico de Microscopia Eletronica de
Varredura, os compdsitos produzidos possuem poros na faixa de 10 pum aleatoriamente
distribuidos.

Diversos autores relatam que ndo ha formacdo 6ssea em poros inferiores a 50 um e
que as faixas ideais para osteoconducdo sdo de 50 a 300 pum. Entretanto, Dalapicula e Conz
(2008) ressaltam que mesmo porosidades inferiores a estas sdo importantes porque levam a
um aumento na area superficial e consequente atividade osteoreparadora. Além disso, as areas
superficiais dos compositos produzidos estdo dentro da faixa de materiais amplamente
utilizados como enxerto 4sseo: enxerto 6sseo composto bovino microgranular, enxerto 6sseo
humano cortical liofilizado desmineralizado e enxerto 6sseo composto bovino microgranular;
com éareas superficiais iguais a 0,18 m?g, 0,89 m?g e 2,45 m?(g, respectivamente
(DALAPICULA e CONZ, 2008). Tais amostras possuiam também granulometria dentro da
faixa de 125 a 600 um, também compativel com a granulometria analisada qualitativamente

nos dois compdsitos de BCP e NFC.
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6. CONCLUSAO

No presente trabalho nanofibras de celulose (NFC) foram obtidas a partir da hidrolise
acida do algodao comercial, um material abundante e barato. Essa rota de sintese mostrou-se
viavel, uma vez que a partir de procedimentos laboratoriais simples produziu NFC com
caracteristicas fisicas, cristalinidade e rendimento semelhantes aos descritos na literatura.

A producdo de NFC apresentou um rendimento superior a 90%. As NFC apresentaram
diametro médio de 12,75 pum e intenso grau de aglomeracdo. O grau de cristalinidade foi de
80,57%, aproximadamente 16% maior do que o indice de cristalinidade do algoddo comercial,
evidenciando assim a eficiéncia da hidrdlise.

Pastilhas e particulas com diferentes concentracdes de BCP e NFC foram obtidas
através da técnica de producdo de espumas e posteriormente foram caracterizadas.
Compositos foram produzidos, uma vez que as amostras BCP60 e BCP75 apresentaram
bandas no espectro de infravermelho correspondentes as bandas de NFC e BCP. Além disso,
as particulas apresentaram interacdo entre as fases constituintes uma vez que houve
deslocamento das bandas de absorbancia nos espectros de infravermelho. As analises de FTIR
ndo indicaram a presenca de contaminantes nos materiais produzidos.

As pastilhas de BCP e dos materiais compdsitos mostraram elevada hidrofilicidade,
caracteristica muito importante para a aplicacdo intracorpérea de biomateriais.
Adicionalmente, percebe-se que a adicdo de refor¢o polimérico aumentou a hidrofilicidade da
matriz ceramica e que o choque térmico alterou, ao menos qualitativamente, a resisténcia
mecanica dos compdsitos. A adicdo de 25% de NFC a matriz de BCP ocasionou um aumento
de 158% na area superficial, entretanto concentracbes maiores de NFC induzem reducgdo na
area superficial do compdsito. Provavelmente essa reducdo se deve ao alto grau de
aglomeracdo das NFC que se refletiu também no tamanho das particulas. Andlises qualitativas
da microscopia eletronica de varredura indicam que os compdsitos produzidos apresentam
poros na ordem de 10 um. Conclui-se, portanto, que os compositos de NFC e BCP produzidos
apresentam potencial para serem utilizados no reparo de lesdes do tecido 6sseo e que estudos
posteriores s&0 necessarios para a completa caracterizacéo fisico-quimica e biologica desses

materiais.
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7.

SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Como perspectivas futuras para este trabalho podemos citar:

¢ Realizar Difratometria de RaioX nos compositos;

e Realizar analises térmicas das nanofibras de celulose produzidas — Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC) e Analise Termogravimétrica (TGA);

¢ Otimizar a producéo das pastilhas de BCP e comp0sitos;

e Realizar ensaios mecéanicos de compressdo nos compasitos produzidos;

e Calcular a porosidade dos compositos através do Método de Arquimedes;

e Definir quantitativamente o tamanho das particulas dos compasitos através de analise
da distribuicdo granulométrica;

¢ Realizar ensaios in vitro para avaliar a biocompatibilidade dos materiais produzidos.
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