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RESUMO

Visando melhores propriedades mecanicas, biocompatibilidade e biodegradabilidade, o
desenvolvimento de scaffolds compdsitos tem sido muito estudado. O objetivo do presente
trabalho foi a producéo e a caracterizacdo de espumas para potencial uso como scaffolds para
tecido 6sseo. Utilizou -se 50%(m/m) de poli alcool vinilico (PVA) e 50 % (m/m) de fosfato de
célcio bifasico (BCP), combinando as técnicas de formacao de poros por agente de expanséo e
liofilizacdo, sendo que em uma das rotas foi utilizado glutaraldeido como agente reticulante
(espuma RL), e na outra ndo foi feita a reticulacdo (espuma NRL). Os compdsitos foram
caracterizados por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC), Analise termogravimétrica (TGA) e Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), e, os resultados foram comparados visando avaliar a diferenca
nas propriedades devido a reticulagdo com glutaraldeido. As andlises de FTIR indicaram que
ambas as espumas apresentaram bandas de transmitancia tipicas de PVA e BCP. A presenca de
glutaraldeido na espuma RL gerou alteracdo nas transicdes térmicas, quando comparada a
espuma NRL, aumentando a sua estabilidade. A analise morfoldgica das espumas, para ambas
as rotas, indicou a presenca de uma estrutura macroporosa com tamanho de poros variando
entre 100 a 800um. Desta forma, as espumas contendo 50 % (m/m) de PVA e 50 % (m/m) de
BCP, tanto reticuladas quanto néo reticuladas, apresentam potencial para aplicacdo em tecido

0sseo.

Palavras-chave: Poli alcool vinilico, fosfato de céalcio bifasico, tecido 6sseo, scaffold.



ABSTRACT

Aiming at the mechanical properties, biocompatibility and biodegradability, the development
of composite scaffolds were very much studied. The present work had a production and a
characterization of foams for potential use as scaffolds for the bone tissue. Use 50% (w / w) of
polyvinyl alcohol and 50% (w / w) of biphasic calcium phosphate, combining as the agent
formation techniques with the blowing agent and lyophilization, with glutaraldehyde as the
crosslinking agent (RL foam), and in the other non-crosslinking agent (NRL foam). The
compounds were characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR),
Differential Scanning Calorimetry (DSC), Thermogravimetric Analysis (TGA) and Scanning
Electron Microscopy (SEM), and were compared. due to cross-linking with glutaraldehyde.
FTIR analyzes indicated that both foams treat the typical transmission bands of PVA and BCP
and that the RL foams were not completely crosslinked. The presence of glutaraldehyde in the
RL foam generated the thermal transitions when compared to the NRL foam, increasing its
stability. The morphological analysis of the foams for both scales indicated the presence of a
macroporous structure with pore size ranging from 100 to 800um, which is conducive to the
migration, adhesion and proliferation of osteoblasts. Thus, as foams containing 50% (m / m)
PVA and 50% (m / m) BCP, both crosslinked as uncrosslinked, have potential for application

in bone tissue.

Keywords: Polyvinyl alcohol, biphasic calcium phosphate, bone tissue, scaffold.
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1 INTRODUCAO

Os defeitos 6sseos decorrentes de traumas, tumores ou doencas atingem todos 0s anos
milhares de pessoas. As técnicas mais utilizadas para o tratamento desses defeitos séo
autoenxerto e aloenxerto. A primeira tem sua aplicagéo limitada pela baixa disponibilidade de
material, complicacdes cirdrgicas e prejuizo ao sitio de colheita. A segunda técnica apresenta
como grande desvantagem a possibilidade de transmissdo de doencas e elevada resposta imune
(OLIVEIRA, et al., 2007).

Como alternativa a essas técnicas existe a Engenharia de Tecidos que o objetivo consiste
na implantagéo das construgdes de tecido no corpo para reparar uma leséo ou substituir a fungédo
de um 0rgdo que esta lesado. No que tange o tecido dsseo, constitui uma area promissora na
reparacdo e reconstrucdo de lesdes Osseas, atraves do desenvolvimento de matrizes
tridimensionais porosas, habitualmente designadas por scaffolds. (BERTHIAUME, et al.,
2011)

As limitagcbes dos enxertos motivaram pesquisadores a desenvolver materiais bioativos,
como por exemplo scaffolds porosos, que apresentam resisténcia mecanica e porosidade
adequada para estabilizacdo e fixacdo das células dsseas. O scaffold funciona como carreador
ou suporte para interagdes celulares e matriz extracelular 6ssea fornecendo um suporte
estrutural para o tecido recém-formado (ZHAO, et al., 2006). A arquitetura e a composi¢do do
scaffold sdo de suma importancia para a capacidade de colonizacdo das células. O material
dever ser biocompativel, bioreabsorvivel, sendo os produtos da degradacao metabolizaveis pelo
organismo, osteocondutor e, de preferéncia osteoindutor (SENGERS, 2007). Se tratando da
arquitetura, o scaffold deve ser tridimensional e altamente poroso, com uma rede de poros
insterconectados, para possibilitar o crescimento celular/tecidual e o transporte de nutriente e
residuos metabolicos (BUCKLEY,2004).

Devido a semelhanca com a composicdo do 0sso, scaffolds a base de fosfato de célcio,
como hidroxiapatita (HA, Caio (PO4)s (OH)2), fosfato tricalcico (TCP, Cas (POa4)2) e fosfato de
célcio bifasico (BCP), uma mistura de HA e TCP, receberam mais atencdo para aplicacbes de
reparo 0sseo. Dentre os fosfatos apresentados, 0 BCP combina a excelente bioatividade da HA
com a taxa de degradacgédo mais rapida do TCP, alem de permitir que osteoblastos e osteoclastos
atuem de forma mais natural na sua superficie do que a HA ou TCP puros. A introducdo de um
componente polimérico em uma bioceramica produz um compadsito organico-inorganico que
pode ser precursor de um scaffold com melhores propriedades mecéanicas (GERHARDT;
BOCCACCINI, 2010).
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Entre os polimeros biodegradaveis e biocompativeis, os poli alcool vinilico (PVA) é um
dos polimeros mais utilizados nas aplicagcfes médicas. (NIE, et al., 2012). Ele é amplamente
utilizado em aplicacdes médicas e farmacéuticas, tais como: lentes de contato, sistemas de
liberacdo controlada de farmacos, recobrimento de feridas, aparelhos ortopédicos, 6érgédos
artificiais e scaffolds porosos. (YE, MOHANTY e GHOSH, 2014).

Em um scaffold compdsito PVA/BCP o polimero pode interagir fortemente com a
superficie do fosfato de célcio, porque o BCP possui grupos hidroxila na sua superficie e 0o PVA
apresenta alta concentracao de grupos hidroxila suspensos. O processo de reticulacao fisica do
polimero se da pelo método de liofilizagdo ao estabelecer as ligacGes de hidrogénio entre os
atomos de hidrogénio e oxigénio em duas cadeias poliméricas paralelas. O mecanismo fisico
de ligacdo cruzada evita a necessidade de usar reticuladores quimicos em scaffolds para
aplicacdo em tecido 6sseo. (NIE, et al., 2012).

Esse trabalho visa a producéo e caracterizagdo de espumas de poli &lcool vinilico com
fosfato de calcio bifasico obtidas através da combinacgdo das técnicas de formacéao de poros por
agente de expansdo e liofilizacdo para potencial aplicacdo como scaffold na Engenharia de

Tecidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir e caracterizar espumas de poli alcool vinilico com fosfato de calcio bifasico
obtidas através da combinacgdo das técnicas de formacgdo de poros por agente de expansdo e
liofilizag&o para potencial aplicagdo como scaffold na Engenharia de Tecidos.

2.2 Objetivos Especificos

1. Realizar a caracterizacdo fisico - quimica e térmica do PVA e BCP puros através das
técnicas de Difracdo de Raio X, Analise Termogravimétrica, Fluorescéncia de Raio X e
Espectroscopia por Transformada de Fourier;

2. Produzir as espumas de PVA/BCP reticuladas e ndo reticuladas pelo método de
formacéo de poros;

3. Realizar a caracterizacdo térmica, quimica e morfologica das espuma utilizando as
técnicas de Espectroscopia por Transformada de Fourier, Calorimetria Exploratoria
Diferencial e o Microscopia Eletronica de Varredura,;

4. Avaliar a porosidade das espumas PVA/BCP medindo o tamanho dos poros através do

software Image J.
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3 REVISAO BILIOGRAFICA

3.1 Tecido Osseo

O tecido d6sseo é uma forma especializada de tecido conjuntivo, cuja matriz extracelular
é mineralizada conferindo Ihe rigidez e algum grau de elasticidade. Além de desempenhar a
funcdo de suporte, nesse tecido se encontra a maior reserva primaria de calcio no corpo, com
isso ele auxilia na manutencdo do pH interno do organismo e na transmissdo e conducao do
impulso elétrico em nervos e musculos (DEMPSTER,1999).

A matriz 6ssea é formada por uma porgédo organica e outra inorganica. A maior parte
da porcdo organica € composta principalmente por colageno do tipo I, e a menor parte
constituida por proteoglicanas e proteinas ndo colagenas. A parte inorganica é composta
basicamente por sais de célcio e fosfato na forma de cristais de hidroxiapatita (JUNQUEIRA e
CARNEIRO,2004).

A divisdo macroscépica do 0sso se da em cortical e esponjoso. O 0sso cortical é denso,
presente no eixo de 0ssos longos, 0s quais a matriz de coldgeno se organiza em lamelas
concéntricas, normalmente ao redor de um canal vascular central, formando assim o sistema de
Havers. Os canais do centro contém nervos e vasos sanguineos e comunicam entre si e com a
cavidade medular 6ssea por meio dos canais de Volkmann. O revestimento da superficie 6ssea
externa € feito pelo periosteo e o da superficie interna pelo endosteo. Ambas as membranas tém
a funcdo de nutrir o0 0sso e servir como fonte de osteoblastos para a osteogénese (KAPLAN,
1994).

A matriz do 0ss0 esponjoso é mais porosa e se organiza em trabéculas preenchidas por
medula dssea vermelha, na qual ocorre producdo ativa se células sanguineas a partir de células
mesenguimais. Com isso, 0 metabolismo do 0sso esponjoso € mais intenso que do 0sso cortical
(JUDAS, 2012).

A Figura 1 apresenta o corte de um 0sso longos, identificando 0 0sso compacto e 0 0sso

€spon;joso.



14

Figura 1- Esquema de um corte longitudinal de um osso longo.
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Fonte: Amabis, 2004

No sentido longitudinal, a resisténcia mecanica do osso cortical compacto esta entre
78,8 e 151 MPa na tracdo e 131 e 224 MPa na compressao. A resisténcia, no sentido transversal,
diminui para 51 a 56 MPa e 106 a 133 MPa, respectivamente. Ja 0 modulo de elasticidade fica
entre 17 a 20 GPa no sentido longitudinal e 6 a 13 no sentido transversal. No 0sso trabecular o
comportamento mecanico é mais complexo, sua densidade é oito vezes menos que a do 0Sso
compacto e sua porosidade média é de 75%. Sua resisténcia mecéanica varia entre 2 e 5 MPa e
seu médulo de elasticidade entre 90 a 400 MPa (ATHANASIOU, 2000).

Em se tratando de crescimento d6sseo existem dois processos que o possibilitam:
ossificacdo intramembranosa e ossificacdo endocondral. A ossificagdo intramembranosa
acontece dentro de uma membrana conjuntiva e forma os ossos da face: frontal, pariental,
occipital, temporal, maxilar e mandibular. O local da membrana, no qual a ossificagéo inicia é
denominado centro de ossificagdo primaria. A parte que nao sofre ossificacdo passa a constituir
0 enddsteo e o periosteo (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
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A ossificacdo endocontral inicia se em uma peca de cartilagem hialina que é formada
por meio da condensacdo do mesénquima e toma forma similar a do osso a ser formado. Em
seguida, as células condensadas desta regido se diferenciam em condrocitos que elaboram uma
substancia intercelular na qual se compBe no esbogo da peca Ossea. A cartilagem hialina se
modifica, ocorrendo hipertrofica dos condrocitos, diminuicdo da matriz cartilaginosa,
mineralizacdo e morte dos condrdcitos. As cavidades calcificadas sdo tomadas por capilares
sanguineos e células mesenquimatosas indiferenciadas oriundas do tecido conjuntivo adjacente.
Essas células se diferenciam em osteoblastos que depositam matriz 6ssea sobre os restos de
cartilagem calcificada. Esse tipo de ossificacdo € o principal responsével pela formacéo de 0ssos
curtos e longos (JUDAS,2012).

As principais células dsseas sdo osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos, todos com
origem nas células osteoprogenitoras (LIRANI,2004). Os osteoblastos sdo os responsaveis pela
sintese de secre¢do da matriz organica, 0 armazenamento de minerais e o revestimento da
maioria das superficies dsseas. O osteoblasto, estando em atividade, hipertrofia deslocando seu
nucleo para extremidade mais distante da superficie 6ssea (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Os osteoclastos sao células grandes com varios nucleos, derivadas dos macrofagos e
responsaveis pela remocdo do 0sso, processo chamado osteoclasia. Essas celulas tem os
mecanismos necessarios para dissolver os materiais 0sseos e digerir a matriz organica. Os
osteoclastos possuem diversos nucleos no interior do citoplasma acidofilo e vacuolizado. Eles
sdo polarizados e com os nucleos deslocados para a periferia celular oposta ao 0sso (BANKS,
1992).

Os ostedcitos sdo osteoblastos maduros e que se incorporaram a matriz 6ssea
mineralizada e participam da sua manutencédo, ou seja, da sintese e da absorcdo em extensdo
limitada (LIRANI, 2004).

A capacidade do corpo em substituir células danificadas ou mortas e reparar tecidos
depois da inflamac&o € critica a sobrevivéncia. Os tecidos, no que se diz respeito a atividade
proliferativa tecidual se dividem em: tecidos de divisdo continua ou tecidos labeis; tecidos
quiescentes ou estaveis; tecidos ndo divisores ou permanentes. No primeiro grupo as células
proliferam-se ao longo de toda a vida, substituindo as lesionas. Nos tecidos estaveis,
normalmente, existe um baixo nivel de replicacdo, no entanto, as células desse tecido podem
ser submetidas a divisdo rapida, sendo assim capazes de reconstituir o tecido de origem. Os
tecidos permanentes possuem células que ndo podem ser submetidas a divisao mitotica na vida
po6s-natal, um exemplo sdo os neurdnios (ROBBINS e COTRAN, 2005).
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A consolidacdo 6ssea € um método muito complexo que € dividido em trés estagios:
fase inflamatdria, reparo e remodelacdo (JUNQUEIRA,2004). A etapa inflamatoria se inicia
imediatamente apds a fratura e ocorre, em geral, nas trés primeiras semanas. No periodo de 48
horas o exsudado do hematoma possui inimeros mediadores inflamatdrios e fatores
angiogénicos (GARTNER, 2007).

A relacdo entre a fase de reparo pés fratura e o suprimento sanguineo sdo de suma
importancia. A predominancia do suprimento medular se eleva a medida que ocorre a
progressdo do estagio de reparo (JUDAS, 2012).

O tecido dsseo regenerado mineralizado, em geral, deve apresentar porosidade minima
entre 50 a 100 um. Porosidade com valores abaixo dos citados podem resultar no néo
crescimento do tecido ostedide, aléem de penetracdo nos poros apenas de tecido fibroso
(KASTEN et al., 2008).

3.2 Engenharia de Tecidos

A engenharia de tecidos € um campo multidisciplinar que integra os principios das
ciéncias da vida e os principios da engenharia (LANGER e VACANTI, 2015). A esse campo
multidisciplinar no qual usam-se células e materiais para a formacéo e regeneracao de tecidos
humanos deu-se pela primeira vez, na década de 1980 o nome de Engenharia de Tecidos.
(VACANTI e VACANTI, 2007). A Engenharia de Tecidos faz uso de trés instrumentos
principais: células, scaffolds e fatores de crescimento. (PATEL, BONDE e SRINIVASAN,
2011)

A substituicdo de proteses convencionais por matrizes teciduais biodegradaveis que
auxiliam a regeneracdo do tecido danificado ou perdido € uma das possibilidades de aplicacdo
da engenharia de tecidos (KOHN, 2004). O uso do biomaterial prové as bases para o tecido em
crescimento, assisti o reparo, proliferacdo e regeneracao do tecido natural, permitindo assim a
reconstrugéo e substitui¢do do tecido danificado (LANGER, 2004).

A Figura 2 mostra de forma esquematica as etapas de regeneracéo através da engenharia
de tecidos. Para o desenvolvimento de um tecido substituto vivo séo recolhidas células do
individuo e cultivadas em laboratério. Essas células sdo expandidas em uma matriz
tridimensional porosa, podendo ser natural ou sintética, na presenca de fatores de crescimento

e diferenciagéo.
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Figura 2- Esquema de regeneracao de tecidos utilizando a engenharia de tecidos.

* As células podem ser especificas, células-tronco ou embrionarias. Elas
podem ainda ser autélogas ou alogénicas.

T A mairiz pode ser natural ou sintética. Fla pode ainda ser fibrosa,
‘uma espuma ou capsulas.

f Culturas in vitro podem ser estaticas, com agitagao ou sob condigoes
dinamicas de fluxo.

Fonte: Langer, 2004.

O desenvolvimento de tecidos vivos em matrizes é dependente dos arranjos
tridimensionais das células, o que requer a produgdo de materiais com estrutura que defina a
forma para o tecido em crescimento e guie a sua formacdo. Essas matrizes podem ser ou ndo
biodegradaveis, sintetizadas com materiais ndo toxicos e até mesmo modificadas quimicamente
com intuito de melhorar as propriedades de fixacdo de células acelerando o crescimento do
tecido (LENZA,2002).

A matriz extracelular presente nos tecidos é responsavel pelo suporte estrutural fisico e
quimico para as células. Ela é uma estrutura tridimensional porosa constituida por uma rede
fibrosa rede fibrosa composta de macromoléculas bioldgicas, tais como o colageno e outras
proteinas. (FONTES, 2010).

Sao inlmeros os requisitos a serem satisfeitos para que materiais sejam aplicados como
matrizes na engenharia de tecidos. Dentre eles se destacam: (i) estrutura tridimensional com
elevada porosidade de macroporos interconectados para possibilitar a migracéo celular e a
nutricdo em toda extensao do material; (ii) composic¢Oes biodegradaveis ou reabsorviveis, com
taxas de degradacéo e reabsorcao adequadas ao crescimento da célula/tecido in vitro ou in vivo,
(iii) superficie com caracteristica bioativa para a facilitar adesdo, proliferacéo e diferenciacdo

celular; (iv) propriedades mecanicas compativeis as condi¢des fisiologicas que sera exposto e
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ao tecido substituido, assim como os tecidos adjacentes; (iv) boa distribuicdo espacial e
uniformidade de estrutura para promover ancoramento homogéneo de células e; (v) facilidade
de processamento em grande variedade de formas e tamanhos (BUCKLEY,2004).

Uma vantagem de se usar matrizes tridimensionais na engenharia de tecidos € que além
da substituicdo do tecido danificado é possivel controlar o formato, tamanho e composi¢do do
enxerto in vitro. Outra vantagem dessas matrizes é a utilizacdo na regeneracéo in vivo de tecidos
saudaveis remanescentes, recuperando a estrutura e funcdo dos tecidos através do
restabelecimento dos tecidos proximos (LEOR e COHEN, 2004).

3.2.1 Scaffolds

Os biomateriais em scaffolds sdo definidos como aqueles que tem estrutura
tridimensional porosa, propriedades bioativas e biodegradaveis que funcionam como base para
0 crescimento do novo tecido. O seu arcabouco tridimensional deve mimetizar 0os meios
quimicos e fisicos do tecido saudavel e guiar a migracao, diferenciacdo e proliferacdo tecidual
(FONTES,2010)

Os scaffolds, de forma geral, devem possuir propriedades oestocondutivas e e
excepcionalmente propriedades osteoindutivas e osteogénicas, além de servirem como suporte
mecénico (SALGADO et al., 2004).

O scaffold para aplicacdo em engenharia de tecido ésseo deve atender a uma série de
requisitos. E necessério que o dispositivo seja biocompativel e atue como modelo 3D para o
crescimento 6sseo. Esse crescimento ocorre se existirem poros interconectados com diametro
de pelo menos 100pum que permitam a migracdo celular, o crescimento do tecido e a
vascularizagdo (RATNER, 2004).

Os scaffolds para regeneracdo do tecido 6sseo sdo classificados em dois tipos: (i)
scaffolds indutores de migracéo celular e crescimento celular provenientes de tecidos vizinhos;
(ii) scaffolds carreadores de células osteogénicas autdgenas colonizadas em biorreatores e
posteriormente reimplantadas no individuo (CHAN et al., 2009).

O desenvolvimento dos scaffolds deve possibilitar a producao de formas variadas para
se adequar ao defeito 6sseo, permitir esterilizagdo e possuir potencial de comercializacdo nos
padrdes internacionais de utilizacdo clinica (JONES, EHRENFRIED e HENCH, 2006).

Um dos fatores criticos para que ocorra a migracao celular e a formacdo da matriz 6ssea

é a porosidade. Segundo Kim, Knowles e Kim (2004) os osteoblastos migram, aderem e
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proliferam mais facilmente em poros com tamanhos entre 200 a 400 pm de diametro. A
explicacao para esse fato se da pela curvatura do poro, que possibilita adequada compresséo e
tensdo nos mecanoreceptores celulares, permitindo que eles migrem para as aberturas de
tamanhos especificos (HOU, GRIJPMA e FEIJEN, 2003; DHANARAJU et al., 2003).

Scaffolds desenvolvidos de materiais organicos e inorganicos biodegradaveis para
potencial aplica¢do na engenharia de tecido dssea devem apresentar macroporosidade. Os poros
devem ser interligados de modo que permitam o crescimento 6sseo de forma tridimensional por
toda estrutura. A conexdo entre 0s poros pode ser otimizada em um estagio in vitro, por meio
do emprego de condicOes de cultura dinamicas (KIM, KNOWLES e KIM, 2004).

As propriedades mecanicas dos scaffolds e do tecido posteriormente formado devem ter
a capacidade de suportar as atividades diarias a qual estardo expostos. Os dispositivos in vitro
devem apresentar resisténcia mecanica capaz de suportar as pressdes hidrostaticas e manter a
porosidade adequada para crescimento das células e formagdo da matriz. J& in vivo as
propriedades mecénicas devem ser semelhantes ao do tecido 6sseo (SALGADO, COUTINHO
e REIS. 2004).

O comportamento mecéanico dos scaffolds & importante a nivel macroscopico e
microscopico. Embora o aumento da porosidade e do tamanho dos poros favoreca o crescimento
do tecido dsseo, esse aumento pode acarretar na diminuicdo das propriedades mecanicas,
levando até ao comprometimento da integridade do scaffold (KAPLAN 2005).

Sendo assim, a porosidade deve ter um tamanho critico, sendo menor o suficiente para
manter as propriedades mecanicas do scaffold e maior o suficiente para proporcionar adequada
atividade bioldgica (HENRIKSEN et al., 2011).

Com intuito de precaver a fratura inicial do scaffold, as propriedades mecanicas desse
devem ter capacidade para suportar as cargas a serem aplicadas. Dessa forma, a porosidade
inicial deve ser menor ou a resisténcia mecanica maior para suportar as cargas durante a
degradacdo. Com isso, segundo Byrne et al. (2007) é necessario encontrar o ponto de equilibrio
entre porosidade a porcentagem de degradacdo para se definir adequados parametros de um
scaffold.

A degradacdo do scaffold deve ser controlada, uma vez que a regeneracdo e
remodelamento 6sseo tem duracao de alguns meses, permitindo que o novo o0sso formado ocupe
0 espaco do biomaterial que foi absorvido (REICHERT et al., 2010).

Inimeras técnicas tém sido desenvolvidas para sintetizacdo de matrizes porosas

tridimensionais. A Tabela 1 apresenta de forma sucinta algumas das técnicas mais utilizadas.



Tabela 1 - Técnicas de processamento de matrizes para engenharia de tecidos.

Processo

Vantagens

Desvantagens

Solvent casting e
particulate
leaching

Tamanho de poros em larga escala.
Controle independente de porosidade e
tamanho de poros.

Estrutura altamente porosa.

Espessura limitada de
membranas (3mm).
Interconectividade

limitada. Pouco
controle da arquitetura
interna

Fibre bonding

Alta porosidade

Limitada faixa de
polimeros. Solventes
residuais

Phase
Separation/
Emulsification

Alta porosidade.

Permite a incorporagdo de agentes
bioativos

Pouco controle da
arquitetura. Limitada
faixa de tamanhos de

poros

Controle independente de porosidade e

Altas temperaturas s6

Melt moulding tamanho de poros. requeridas para
Controle da forma macroscépica. polimeros amorfos
- Baixa resisténcia
Membrane Controle da forma macroscépica. .
. . mecanica.
- Controle independente de porosidade e S
Lamination Interconectividade
tamanho de poros. limitada

Polymer/ceramic
fibre composite

foam

Controle independente de porosidade e
tamanho de poros.

Alta resisténcia a compressdo.

Solventes residuais.

High-pressure

Processing

Solventes inorgénicos.

Superficie externa
nanoporosa. Poros
fechados.

Freeze drying

Estrutura altamente porosa.

Alta interconectividade dos poros.
Estrutura altamente porosa.

Alta interconectividade dos poros.

Controle da forma macroscopica

Limitada para
tamanhos pequenos de
poros.

Sol-Gel

Possibilidade de sintese de materiais
bioativos.

Material com mesmo grau de
homogeneidade que a solugdo inicial.

Solventes residuais.
Grande diminuicdo do
tamanho de poros ap6s

secagem por
aguecimento

Fonte: Buckley, 2003 (Adaptada)
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3.2.1.1 Scaffold composito

Scaffolds compositos estdo sendo largamente utilizados, uma vez que propriedades
vantajosas de dois ou mais tipos de materiais podem ser combinados para melhor atender
exigéncias mecanicas e fisioldgicas do tecido hospedeiro. (BOCCACCINI, 2003).

A forga motriz mais importante por trds do desenvolvimento de scaffolds compositos
polimero/bioceramica para engenharia de tecido ésseo é a necessidade de conferir
comportamento bioativo a matriz polimérica. O grau de bioatividade é ajustavel pela fracao de
volume, tamanho, forma e disposicao da fase bioceramica (WANG et al, 2004).

A adicdo de fases bioativas a polimeros biodegradaveis pode alterar o comportamento
de degradacdo do polimero permitindo a troca rapida de protons em agua para alcalis na
ceramica (SABIR, 2009). Idealmente, a cinética de degradacdo e reabsorcdo dos scaffolds
compdsitos € projetada para permitir que as células proliferem e segreguem sua prépria matriz
extracelular, enquanto os scaffolds gradualmente degradem, deixando espago para 0
crescimento de novas células e tecidos. O suporte fisico fornecido pelo scaffold deve ser
mantido até que o tecido projetado tenha integridade mecanica suficiente para se sustentar.
(RAMAKRISHNA et al, 2001).

Nie et al 2012 desenvolveu um scaffold poroso de BCP/PVA pelo método de emulsdo
seguido de liofilizacdo. Os resultados mostraram que as nanoparticulas de BCP se dispersaram
uniformemente no scaffold e tanto a resisténcia a compressdo quanto a porosidade podem ser
controladas pela razdo de peso BCP/PVA. No que se refere a degradacdo os scaffolds
apresentam baixa variagdo de pH e a taxa de biodegradacdo diminui com a aumento da
concentracdo de PVA. Nos ensaios bioldgicos foi constatado que a estrutura porosa BCP / PVA
ndo tem efeitos negativos sobre o crescimento e proliferacdo de células.

Utilizando a técnica de impressdo 3D, Song et al (2018) produziu scaffolds compostos
de fosfato de célcio nano-bifasico (BCP), poli alcool vinilico (PVA) e fibrina rica em plaquetas
(PRF). Comparando com scaffolds ndo impressos a estrutura impressa apresentou formas mais
especificas e poros interconectados. A incorporacao de PRF permitiu a liberacdo controlada de
fatores bioativos e melhorou a biocompatibilidade e a atividade biolégica.

Kumar et al (2014), relata a sintese de biocompositos poroso composto por alcoois
polivinilicos (PVA), nano-hidroxiapatita (n-HA) e nanocristais de celulose (CNC). O estudo
mostrou estruturas altamente porosas com boa interconectividade de poros, nas quais o n-HA
foi homogeneamente dispersa. Observou-se uma diminuic¢do na fragéo cristalina e no tamanho

de cristalito da nano-hidroxiapatita com a introducdo de PVA e do CNC. A analise de
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biomineralizacéo in vitro revelou a formacao de apatita em andaimes de biocomposito PVA /
n-HA / CNC quando embebida por 7e 14 dias em solugéo de fluido corporal simulado (SBF).
Os scaffolds porosos obtidos oferecem bom desempenho mecéanico e podem fornecer uma

alternativa promissora para uso no campo da engenharia de tecidos 0sseos.
3.3 Poli Alcool Vinilico

O PVA foi sintetizado pela primeira vez em 1924, por meio da hidrdlise do acetato de
vinila (Figura 3), que até hoje € o método de obtencdo comercial. Ele é um polimero

polihidroxilado, solivel em égua e com caracteristicas interessantes em uma série de aplicaces
(ARANHA, 2001).

Figura 3- Equacao da sintese do PVA.

I
C
o~ \CH3
{CH ~CH EI— RO, JECH CH} .
2 Ho + ‘CH3
Acetato de polivinila Alcool polivinilico

Fonte: Aranha, 2001

A solubilidade do PVA em 4&gua € dependente dos seguintes fatores: grau de
polimerizacdo e temperatura da solucdo. Esse polimero quando totalmente hidrolisado, o
elevado nimero de hidroxilas leva a formacéo de ligacbes de hidrogénio intensas entre grupos
hidroxilas intra e intermoleculares, impedindo sua solubilizagdo em dgua (ARANHA, 2001).

VariagOes no peso molecular podem apresentar alteracdes nas propriedades mecanicas
do PVA. Normalmente, esse polimero apresenta elevados valores de médulo de elasticidade e
tensdo de deformacédo, sendo essas propriedades diretamente relacionadas ao peso molecular e
a temperatura de trabalho (YE, MOHANTY e GHOSH, 2014).

O elevado numero de hidroxila na cadeia do PVA facilita a adicdo de fatores de
crescimento, proteinas adesivas e outras moléculas importantes. 1sso viabiliza a modificacédo
superficial desse polimero para melhorar a biocompatibilidade celular (NUTTELMANA,
HENRYA e ANSETH, 2002).

Para a reticulagio do PVA pode se utilizar meios fisicos: aplicando ciclos de
congelamento, gerando ligacdes de hidrogénio, cristalizacdo e separacao de fases, por meio de
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reacdo quimica via geracdo de ligacdo cruzada através de agentes reticulantes como:
glutaraldeido, acetaldeido ou formaldeido e até por irradiacdo da radiacdo gama (YE,
MOHANTY e GHOSH, 2014).

Os agentes quimicos reticulantes, quando usados na presenca de acido sulfurico, acido
acetico ou metanos, sdo formadas pontes de acetal entre os grupos vinilicos da cadeia, como
pode ser analisado na Figura 4. Assim como em todo agente quimico, quantidades residuais
podem permanecer no gel de PVA. No caso de PVA para aplicacbes médicas o agente
reticulante usado néo pode ser toxico (HASSAN e PEPPAS, 2000).

Figura 4 - Reacdo de reticulacdo do PVA com glutaraldeido.

Alcool polivinilico

H H
e ”C%+ML
o o)

OH OH

Pontes de
acetal

Glutaraldeido
PVA

Hidrogel

Fonte: MANSUR, et al., 2008. (Adaptada)

Devido suas propriedades de biodegradabilidade e ndo toxidez é utilizado como
carreador de medicamentos. Algumas de suas aplicacdes objetivam alteracdo de
permeabilidade, aumento a permeabilidade a gases, aumento da processabilidade e resisténcia
térmica, biocompatibilidade, permeabilidade e biodegradabilidade (ARANHA, 2001).

A biodegradacdo do PVA depende diretamente do seu grau de hidrolise e da sua massa
molar. Em meio bioldgico, as cadeias menores e/ou com menor grau de hidrélise séo melhor
assimiladas (CHIELLINI et al., 2003).

3.4 Fosfato de Calcio Biféasico

Materiais a base de fosfato de célcio (CP) podem ser comercializados na formula de
granulos ou blocos e sdo produzidos por sinterizacdo. Dentre os diferentes tipos de CPCS se

destacam: hidroxiapatita (HA), fosfato tricalcico (aTCP e B-TCP), fosfato de calcio bifasico
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(BCP), fosfato de calcio amorfo (ACP), sulfato de calcio (CS). Esses materiais sdo faceis de
processar, pois podem ser misturados com liquido para formacéo de uma pasta moldavel, além
de serem biocompativeis (SCHMIDLIN et al.,2011).

Os CPCs tém inumeras vantagens como: sdo materiais bioativos, de fabricacdo em
grande escala, de facil manipulacéo e séo injetaveis para se adequar a defeitos dsseos de forma
irregular. A similaridade da sua composi¢do com a do 0sso e sua biocompatibilidade os tornam
excelentes opcdes para uso na regeneracao 6ssea (LANAO et al., 20013).

Existem diversos tipos de fosfatos de calcio, sendo que varios sdo utilizados no reparo
de lesbes Gsseas, como scaffolds, cimentos Gsseos, enxertos e constituintes de proteses. Os
principais tipos de fosfatos de célcio sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Principais fosfatos de célcio.

Nome Férmula Densidade U Biod daca
quimica (glcm3) SO iodegradacao
Fosfato Em soluggo:
monocalcico como fase liquida
_ Ca(H2P0O4)2-H20 2,23 em certos Alta
monohidratado cimentos
Fosfato o
dicalci Depositos finos,
eI campo4-2H20 23 Clmenios @ Alta
dihidratado compositos.
Fosfato Depositos finos,
o . CaHPO4 cimentos e )
dicélcico anidro 2,93 compésitos.
Fosfato R
cAlci Depdsitos finos,
tricaleico | ca3(Pody2-nH20 : cimentos & :
amorfo (ACP) compositos.
Fosfato Bioceramicas
tricélcico beta reabsorviveis, o
B Ca3(PO4)2 3,07 cimentos, Média
(B-TCP) compasitos.
Fosfato Bioceramicas
tricalcico alfa reabsorviveis,
a Ca3(PO4)2 2,86 cimentos,com Alta
(a-TCP) positos.
Fosfato
tetracalcico Ca4(PO4)2° 3,05 Cimentos -
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Hidroxiapatita Cimentos,
ceramicas e
filmes finos.

Fonte: PRAKASAM et al., 2015

O material cerdmico deve preferivelmente ter capacidade de promover uma superficie
de fosfato de calcio in vivo e in vitro, apresentando estrutura de superficie especifica. E
preferido também, que esse material absorva os agentes biologicamente ativos, como fatores de
crescimento. Sdo exemplos eficazes desses materiais fosfato de calcio, biovidros e materiais
que contém célcio fosfato e/ou biovidros (GERHARDT; BOCCACCINI, 2010).

O fosfato de calcio bifasico (BCP) é uma mistura de B -fosfato tricalcio (B-TCP) e
hidroxiapatita (HA) (BATISTA, 2010). O desenvolvimento do BCP se deu por pesquisadores
que tentavam viabilizar comercialmente materiais contendo hidroxiapatita para procedimentos
medicos.

De acordo com Elliot (1994) a insergdo de [ -fosfato tricalcio Cas(POa)s & hidroxiapatita
Cai10(PO4)s(OH)2 € realizada durante a sintese. A hidroxiapatita por apresentar estrutura
monoclinica cristalina, com arranjos de ions OH- é dificil atingir a estequiometria durante o
processamento forma-se uma estrutura hexagonal com arranjo de ions OH- alterados por
impurezas e agua formando a fase secundaria 3 -TCP.

Intimeros testes ja foram feitos com hidroxiapatita e B -fosfato tricalcio confirmando
gue esses materiais misturados 0s sozinhos sdo extremamente biocompativeis e ndo apresentam
toxicidade (LIMA, 2006). O BCP esta presente na fase mineral dos 0ssos e dentes, sendo
altamente utilizado como biomaterial nas mais diversas aplicacdes, dentre elas médica e
ortopédica (BATISTA, 2010).



26

4 MATERIAIS E METODOS

Inicialmente foi realizada a caracterizacdo fisico-quimica e térmica do poli alcool
vinilico e do fosfato de calcio bifasico puros por meio de ensaios de difracdo de raios X (DRX),
espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de fourier (FTIR), analise
termogravimétrica (TGA), analise térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratéria
diferencial (DSC).

Em seguida foram produzidas amostras de espuma de PVA/BCP pelo método de
formagdo de poros por agente de expansdo combinado a técnica de liofilizagdo. Essas amostras

foram caracterizadas quimica, térmica e morfologicamente.

4.1 Materiais

Alcool Polivinilico (PVA) PM = 145.000 grau de hidrélise de 99.0 - 99.8 mol % da
marca Fluka (Sigma Aldrich). Carbonato de Calcio (CaCOz) PM = 100,09 VETEC (Sigma
Aldrich). Solucgdo aquosa de glutaraldeido (Sigma Aldrich) 25% em massa. O p6 de BCP (70%

hidroxiapatita e 30% [ -fosfato tricalcico) com tamanho de gréos variando entre 53 e 38um.

4.2 Procedimento experimental de preparacédo da espuma

O procedimento experimental adotado para producdo das espumas consistiu na
utilizacdo de métodos propostos por Bai et al. (2010), o qual explora um processo econémico
de fabricacdo de espuma de PVVA por adi¢do de carbonato de célcio, como agente de formacéo
de poros, e usando epicloridrina, como agente de reticulacdo quimica para promover
estabilidade a espuma. No presente trabalho optou-se pela substituicdo da epicloridrina pelo
glutaraldeido, seguindo o método sugerido em Figueiredo, Alves e Borges (2009). A insercédo
de BCP na espuma de PVA e a producdo de espumas ndo reticuladas quimicamente foram
baseadas em Nie et al. (2012).



A Figura 5 apresenta um fluxograma das etapas de producgédo das espumas.

Figura 5- Fluxograma de producao das espumas

15 g PVA+15g BCP + 7,5 g CaCO, +
100 mL H,0

agitacdo mecanica ~ 3 min

\
solugdo homogénea (PVA+BCP +
CaCO,)

agitacdo mecénica sob aquecimento indireto a
80 °C + 5 °C por 2 horas

[
massa plastica aquecida

\
resfriou a temperatura ambiente

adicdo de 30 mL HCI 5M
com agitacdo mecénica ~ 2 min na capela

espuma PVAJBCP/CaCO, + CO, +
H,0

mantido freezer por ~ 48 hrs

espuma nao reticulada

I
etapa de reticulacdo: espumas mergulhadas em

200 mL NaOH 1M + 0,282 mL glutaraldeido e

aquecimento indireto de 43 °C + 3 °C por 2 horas
\

espuma reticulada

resfriamento indireto em N, liquido
liofilizagdo por 40 minutos

espuma reticulada e liofilizada

Fonte: Préprio autor.

27



28

A preparacgéo da espuma consistiu da adicdo de 15 g de PVA, 15g de BCP e 7,5 g de
CaCOs a 100 mL de agua destilada sob agitacdo mecanica por aproximadamente 3 minutos
para homogeneizacdo da mistura. Em seguida, tal solucdo foi submetida ao aquecimento
indireto (banho de agua sob a temperatura de 80 °C = 5 °C) durante duas horas. A Figura 6

apresenta a montagem do banho maria.

Figura 6- Montagem banho maria

Fonte: Proprio autor.

A massa plastica obtida foi deixada a temperatura ambiente para resfriamento. Logo
apos, foram adicionados 30 mL de HCI (5 M) sob agitacdo vigorosa para promover a reacao
com o carbonato de célcio e consequente producéo de bolhas de CO..

Em seguida a espuma foi congelada no freezer a -18 °C por cerca de 48 horas. A parte
da espuma congelada que passou pelo processo de liofilizagdo durante 40 minutos foi
denominada ESPUMA NRL e caracterizada. O restante da espuma moldada congelada foi
cortada e mergulhada em 200 mL de NaOH (1 M) contendo cerca de 0,282 mL de glutaraldeido,
sob aquecimento indireto (banho de agua a temperatura de 40 °C + 3 °C) durante 2 horas.
Assim, obteve-se a espuma reticulada quimicamente. Parte da amostra foi congelada em
nitrogénio liquido e submetida a secagem por liofilizacdo durante aproximadamente 40

minutos. A Figura 7 apresenta a etapa de liofilizacdo das espumas.
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Figura 7- Liofilizagao das espumas.

Fonte: Proprio autor.

A amostra obtida apds reticulacdo e liofilizacdo foi denominada ESPUMA RL e

caracterizada.

4.3 Caracterizagao
4.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das espumas, BCP-PVA-RL e BCP-PVA-NRL foi avaliada por
microscopia eletrnica de varredura (MEV) utilizando o Microscopio Eletronico de Varredura
TM-3000 Hitashi.. As amostras foram cortadas na sec¢do transversal da espuma, evitando-se a
compressdo da mesma para nao deformar a estrutura, e foram preparadas com recobrimento de

ouro visando melhoria na obtencao das imagens.

4.3.2 Espectroscopia por Transformada de Fourier (FTIR)

A composicao quimica das espumas tanto reticuladas quanto ndo reticuldas e do PVA e
do BCP foi avaliada por meio da Espectroscopia na regido do Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR) utilizando o equipamento Shimadzu, modelo IRPrestige-21 operado em

modo ATR, na faixa de comprimento de onda de 4000 cm a 400 cm* com resolugédo de 4 cm-
1
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4.3.3 Difracéo de Raio X (DRX)

No intuito de confirmar a composicdo de fases cristalinas das amostra de PVA e BCP,
assim como identificar as fases cristalinas presentes utilizou-se o equipamento da marca
SHIMADZU, modelo XRD-7000. Os parametros do ensaio foram tenséo de 40 kV e corrente
elétrica de 30 mA com angulo de varredura em um intervalo de 10 a 80° (20) e passos de 0,02°
a cada 0,6 s. As interpretacdes dos espectros foram efetuadas por comparacdo com padrdes
contidos no banco de dados PDF 02 (ICDD, 2003).

4.3.4 Analise termogravimétrica (TGA)

Analise Termogravimétrica (TGA) foi efetuada para analisar o comportamento de
variacdo da massa e de degradacdo da amostras de PVA, BCP e das espumas RL e espumas
NRL. A andlise das amostras foi feita no analisador térmico da marca SHIMADZU DTA —
60H. Os parametros de ensaio para as amostras foram: taxa de aquecimento 10°C/min,

temperatura maxima 900°C, atmosfera utilizada de nitrogénio.

4.3.5 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A analise do comportamento térmico foi realizada através de calorimetria exploratoria
diferencial no analisador térmico Shimadzu DSC-60. Foram preparadas quantidades de 8 mg
do PVA e das amostras das espumas, realizando-se o primeiro aquecimento, seguido por um
resfriamento, e em seguida o segundo aquecimento nas temperaturas entre 30 °C a 300 °C, com
rampa de aquecimento de 10 °C min, sob atmosfera de nitrogénio.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Analise Quimica
5.1.1 Difragdo de Raio X (DRX)

O difratograma para o PVA encontra-se apresentado na Figura 8.

Figura 8- Difratograma do PVA
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Fonte: Proprio autor.

O PVA apresenta pico de alta intensidade em 19,7° (d = 0,448nm) atribuido ao plano de
difracdo (101), um pico pouco definido em 22,7° relativo ao plano de difracdao (200) e um pico
discreto em 40,7° relativo ao plano de difracdo (202). Os trés picos representam a fase cristalina
e logo abaixo destes pode-se observar ampla faixa que caracteriza a fase amorfa do material,
semelhante aos resultados obtidos por Souza, 2016. A partir do difratograma estimou-se a
cristalinidade de 22 a 24%.

O digratograma para o BCP encontra-se apresentado na Figura 9.
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Figura 9- Difratograma do BCP
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Fonte: Préprio autor

Os po6s de BCP foram avaliados em relacdo as fases cristalinas presentes que
apresentaram um perfil de difratometria com picos indicativos de hidroxiapatita (HA) fase
majoritaria e tracos de beta fosfato tricalcico (B-TCP), ou seja, microparticulas do composto
BCP (fosfato de calcio bifasico). Os resultados obtidos foram semelhantes ao encontrados por
Balbuena (2015).

5.1.2 Fluorescéncia de Raio X (FRX)

A porcentagem dos elementos presentes no fosfato de célcio bifasico obtida a partir das

analises da Fluorescéncia de Raios X esta apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Anélise quimica semiquantitativa do fosfato de célcio bifasico por FRX

Elementos | Porcentagem (massa)

Ca 56%

P 41%

Fonte: Préprio autor
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A maior porcentagem encontrada é do elemento célcio seguida de fésforo, os principais
constituintes dos fosfatos de célcio. Deste modo, pode-se inferir que a amostra possui composi¢ao
quimica proxima a dos fosfatos de calcio e ndo apresenta elementos contaminantes significativos.
(PRAKASAM et al., 2015).

Propriedades como a solubilidade e a taxa de hidrélise tém uma relacéo direta com a
razdo célcio/fosforo (Ca/P). Estas propriedades se incrementam com o decréscimo da relacdo
Ca/P, isto é, quanto menor é a relacdo Ca/P, maior sera a acidez e solubilidade (RATNER et
al., 2004). Isto ira influenciar na decisdo do uso de um determinado tipo de fosfato de célcio.
Esta relacdo varia de 0,5 a 2,0, porém fosfatos de calcio com relacdo Ca/P menor que 1,0 ndo
sdo utilizados como biomateriais devido as altas acidez e solubilidade. O material em questao
podera ser utilizado como biomaterial, uma vez que sua relacdo Ca/P é de aproximadamente
1,4 (RAMAKRISHNA et al., 2001).

5.1.3 Espectroscopia por Transformada de Fourier (FTIR)

A analise de FTIR possibilitou observar as bandas caracteristicas do PVA e do BCP e
elucidou a presenca dos mesmos na espuma, além de apresentar algumas mudancas estruturais
complexas que ocorreram devido a mistura.

O espectro de FTIR do PVA, BCP e espumas é apresentado na Figura 10.

Figura 10- Espectro FTIR para o PVA, BCP e espumas.
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O espectro obtido apresentou picos caracteristicos do PVA com alta taxa de hidrolise, o
que de fato era o reagente em questdo. Pode se observar no espectro da Figura 10, dois picos
caracteristicos do espectro sdo 3292 cm-1 e 2916 cm-1, identificados como vibracGes de
estiramento de interacbes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares e vibragdes de
estiramento de C-H, respectivamente.

O pico 1428 cm ! refere-se ao dobramento do CHa, ja 0 1078 cm ! ao estiramento de
C-C e do grupo C-O-C. Esses picos sao referentes a propria cadeia polimérica do PVA e estdo
relacionados as hidroxilas e a cadeia de C-H (KUMAR,2014). As bandas de transmitancia
detectadas pelo FTIR para o PVA e suas respectivas atribuigdes estdo apresentadas na Tabela
4.

Tabela 4- Bandas caracteristicas do PVA.

NUmero de Onda Grupos Caracteristicos
(cm™)
3550-3200 v (OH...OH)
2937-2870 v (CH)
1461-1417 8 (CH) — CH.
1325 8 (OH) — C-OH
1078 v (C-O) - C-OH
834 v (C-C)

Fonte: Bhat et.al 2005

Para o espectro do BCP as bandas relacionadas ao grupo caracteristico sdo dispostas na
Tabela 5.

Tabela 5 — Bandas vibracionais para o BCP.

Numero de Grupo
onda(cm™) Caracteristico
1020 P-O
(Estiramento)
600 -PO,
554 -PO,

Fonte:( MIRSALEHI et al., 2016)

E possivel inferir, com base nesses resultados, que a amostra utilizada apresenta espectro

tipico das fases B-TCP e HA e aparentemente ndo possui contaminagdes. Deste modo, tendo em

vista os resultados obtidos pelas técnicas complementares de DRX, FRX e FTIR, pode-se inferir
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que o material utilizado no presente trabalho, para a producdo das espumas, é fosfato de calcio
bifasico.

As linhas vermelha e azul da Figura 10 exibem as bandas de absor¢do caracteristicas
das espumas NRL e RL, respectivamente. Incorporando particulas de BCP no PVA a faixa de
absorcdo ampla associada ao alongamento de OH de PVA se mantém assim como a faixa
vibracOes de estiramento de C-H. A presenca de fase inorgénica foi confirmada pela deteccao
da faixa de absorcdo 554cm™ e 442 cm nos espectros dos compdsitos, atribuiveis aos grupos
fosfato. Novas bandas de absorcéo entre 1600cm™ e 1650cm foram observadas. Elas podem
indicar a interacdo entre os grupos funcionais da macromolécula com os ions Ca via interacéo
eletrostética (STIPNIECE et al.,2016). A banda em 1413 cm™ esta associada a presenca de CH>
adjacente a carbonila, esse pico alargado confirma a presenca de glutaraldeido que néo reagiu
(RIGO, 2016).

5.2 Analise Térmica

5.2.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A Figura 11 (a) apresenta 0 DSC do PV A puro durante o primeiro aguecimento. A curva
apresenta dois picos endotérmicos caracteristicos de PVA, um entre 100 °C e 150 °C, outro em
aproximadamente 220 °C. A banda formada entre 100 °C e 148 °C corresponde a evaporacao
da agua residual presente na amostra. Ja o pico pontiagudo entre 190 °C e 220 °C representa a
fusdo do PVA (PASTEL e VAVIA, 2010).

Figura 11 - DSC do PVA puro no (a) primeiro aquecimento e no (b) segundo

aquecimento.
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Fonte: Préprio autor.
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A Figura 11 (b) corresponde a curva de DSC do PVA puro no segundo aquecimento.
Nessa curva, o primeiro pico desaparece, o que confirma a evaporacdo da dgua residual durante
0 primeiro aguecimento, entretanto o segundo pico se mantém, confirmando a fusdo do PVA

novamente.

A Figura 12 apresenta a curva de DSC para a espuma reticulada e liofilizada.

Figura 12- DSC da espuma RL.
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A curva de DSC para a espuma reticulada (Figura 12) apresentou trés picos
endotérmicos. O primeiro pico a temperaturas proximas de 100°C representa a evaporacdo da
agua residual. O segundo e o terceiro pico séo referentes a fusdo do compdsito, sendo que a
227°C ocorre a fusdo da parte do material que ndo foi reticulado, e a 245°C a fusdo do
composito reticulado, isso evidencia que o processo de reticulacdo ndo foi completamente
eficiente, como ja havia indicado o ensaio de FTIR através das bandas referente ao glutaraldéido
néo reagido.

A presenca de BCP na espuma reticulada ndo alterou as faixas de temperatura de fuséo,
uma vez que os resultados obtidos foram os mesmo de Rosa 2012, que preparou a espuma sem
a fase inorganica.

A Figura 13 apresenta a curva de DSC para a espuma néo reticulada e liofilizada.
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Figura 13- DSC da espuma NRL
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Nessa curva, o primeiro pico é referente a saida de 4gua residual, que quando comparada
a espuma reticulada, aconteceu em temperaturas mais elevadas. O aspecto quadrado do pico
pode estar relacionado a sensibilidade do equipamento, uma vez que o ensaio foi repetido por
trés vezes, sendo que na ultima os parametros foram alterados para uma menor taxa de
aquecimento. Ndo foram encontrados na literatura picos com aspectos semelhantes, o que
reforca a hipdtese da dificuldade do equipamento em realizar a leitura.

O pico a 202°C é referente a fusdo do composito, a diminuicdo da temperatura de fuséo,
guando comparado ao polimero puro, sugere que a cristalinidade e perfeicdo da estrutura de
cristal sdo reduzidas pela carga inorganica (MAHESHWARI; SAMUEL; NAGIAH, 2014).

5.2.2 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 14 apresenta as curvas obtidas por TGA do PVA puro, BCP e as espumas
reticulada e néo reticulada.
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Como é possivel observar, a curva para o fosfato de calcio bifasico se mantém estavel

durante toda a faixa de temperatura, isso se da devido a estabilidade térmica caracteristica do
BCP (LANAO et al., 20013).

A Tabela 6 apresenta os eventos que ocasionaram a perda de massa das amostras de

PVA e das espumas.

Tabela 6 — Eventos que ocasionaram perda de massa

Amostra Quedas (°C) | % Massa Evento
105 - 270 95% Eliminacdo partes amorfas
PVA 270-480 9% Eliminag&o partes cristalinas
480-690 2% Decomposicao de residuo
34-228 93% Eliminagdo de compostos volateis, em sua
maioria dgua e de partes amorfas da estrutura.
Espuma RL 228-322 71% Eliminacdo partes amorfas
322-670 65% Eliminagdo das partes cristalinas
670 — 750 58% Decomposicdo do CaCQOg residual
35-180 70% Eliminagdo de compostos volateis, em sua
maioria agua
Espuma NRL 180-260 55% Eliminacdo partes amorfas
260-460 51% Eliminag&o partes cristalinas
460-670 38% Eliminag&o partes cristalinas e decomposicéo do
CaCOs residual

Fonte: Préprio Autor
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A curva de perda de massa do PVA mostra que o polimero tem uma menor estabilidade
térmica, uma propriedade comum aos polimeros lineares de baixo peso molecular. A curva do
PVA apresenta duas etapas de degradacdo: a primeira a 270°C estd relacionada com a
eliminacdo das partes amorfas do polimero, enquanto a segunda, a 480°C, corresponde a
degradacdo das partes cristalinas de maior estabilidade térmica (DASSIOS,2012).

A etapa de eliminacdo de agua para a espuma RL representou uma menor perda de
massa quando comparada a espuma NRL, isso se deve a presenca de glutaraldeido que diminui
a hidrofilicidade da amostra reticulada. Os eventos de degradacdo da cadeia polimérica, para
espuma RL, ocorreram em temperaturas mais elevadas o que mostrou uma melhor estabilidade
térmica em relacdo a espuma NRL. E possivel observar ainda que a perda de massa final da
espuma que foi reticulada com glutaraldeido é menor do que a espuma ndo reticulada. A
reticulacdo quimica torna a cadeia mais estavel que a reticulacdo feita através da interacdo da
superficie do BCP com as hidroxilas da cadeia do PVA (NIE et al., 2012).

5.3 Caracterizacado Morfoldgica

5.3.1 Microscopia Eletrénica de varredura (MEV)

Sabe-se que os scaffolds porosos interligados desempenham um papel critico na
engenharia de tecido 6sseo. Eles proporcionam um modelo para a fixacdo de células e formacao
de matriz extracelular 6ssea e o suporte estrutural para o tecido recém-formado. (NIE et al.,
2012).

As imagens da Figura 15 mostram a morfologia da rede macroporosa para a espuma RL.

Figura 15- Imagens de MEV da espuma RL

Fonte: Préprio autor.



40

A anélise de imagem da espuma RL (Figura 15) indica a presenca de uma estrutura
macroporosa com tamanho de poros variando entre 100 a 800 um. A presenca desses
macroporos € de suma importancia em scaffolds para tecido 6sseo, visto que os osteoblastos
migram, aderem e proliferam mais facilmente em poros com tamanhos entre 200 a 400 um de
diametro (KIM, KNOWLES e KIM, 2004). E possivel observar também que a amostra
apresenta poros interconectados.

As espumas que ndo foram reticuladas com glutaraldeido apresentaram morfologia

semelhante a das espumas reticuladas como pode ser observado nas imagens da Figura 16.

Figura 16-— Imagens de MEV espuma NRL

¢

AcVPEHEERY . \ag WD Det o F——— 100m
150Ky 40 x120 SE CEFET-MG - DEMAT

Fonte: Proprio autor.

As espumas de biocomposito PVA/BCP reticulada ou ndo, mostraram estrutura altamente
porosa com canais de poros e estruturas interconectadas, com a fase organico-inorganica sendo
distinguivel. Essa distin¢do entre as fases pode ser explicada pela menor interacdo entre as fases,
uma vez que as particulas de BCP apresentam tamanhos entre 53 e 38um e as utilizadas em Nie
et al (2012) foram nanoparticulas.

As imagens da Figura 17 apresentam a superficie e o interior da espuma.
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Figura 17- Imagens do MEV da espuma RL na (a) superficie e na (b) fratura
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Fonte: Proprio autor.

A imagem da Figura 17 (a) confirma a formacdo de uma superficie contendo poros que
se conectam com o interior do material. Scaffolds com superficie porosa e com poros
interconectados facilita a a difusdo de nutrientes, oxigénio e remocdo de residuos. Além disso,
uma estrutura com rede de poros auxilia na orientagcdo e formagdo do novo tecido (LOH;
CHOONG, 2013).

A imagem da fratura do material também exibe diversos poros interconectados
comtamanhos variados, indicando a heterogeneidade da populacdo de poros interconectados
que favorecem o crescimento e desenvolvimento de tecidos.

Utilizando o software ImageJ foi possivel medir os tamanhos dos poros e foram plotados
0s histogramas para se avaliar os efeitos da reticulagdo, na dispersdo da populacdo de poros

presentes na estrutura. A Figura 18 apresenta o histograma para a espumas (a) ndo reticulada e
(b) reticulada

Figura 18 — Histogramas da dispersao do tamanho de poro
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Pela curva de distribui¢do normal do tamanho de poros obtidos da espuma néo reticulada,
nota-se uma predominancia de poros com tamanhos até 300 um. A curva de distribuicdo normal
para estas amostras € larga indicando que ha uma variedade na populacdo dos poros.

Jé& para as amostras que passaram pelo processo de reticulagdo, observa-se um tamanho
médio de poro maior, e um aumento na frequéncia de poros com tamanhos entre 200 a 300 um.
A curva de distribuicdo normal para estas amostras é semelhante a das espumas nao reticuladas

indicando que a reticulagdo néo alterou a variedade na populagéo dos poros.
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6 CONCLUSOES

As matérias primas utilizadas para a producdo das espumas estavam de acordo com as
composicdes quimicas requeridas, os ensaios de caracterizagdo confirmaram isso. Quanto as
espumas produzidas, nas analises de FTIR ambas apresentaram bandas caracteristicas do PVA e do
BCP e bandas que podem indicar a interacdo entre os grupos funcionais da macromolécula com
o0s ions Ca via interacdo eletrostatica. Para as espumas reticuladas foi observado um pico mais
alargado que sugere a presenca de glutaraldeido ndo reagido.

As analises térmicas indicam uma menor hidrofilicidade das espumas RL, 0 que esta
associado a presenca do agente reticulante. As curvas de DSC, para a espuma NRL, sugerem que a
insercdo da fase inorganica reduziu a perfeicdo da estrutura de cristal o que acarretou a
diminuicdo da temperatura de fusdo. J& paras as espumas RL a presenca do glutaraldeido deixou
0 composito mais estavel aumentando a sua temperatura de fusdo, no entanto como ja observado
no FTIR uma parte do material ndo foi reticulado.

Por fim, as espumas obtidas foram caracterizadas morfologicamente, sendo que 0s
resultados confirmam a formagéo de poros de tamanhos variados proporcionados pela reagao
do agente de expansdo CaCOz com HCI e pela liofilizacdo, para ambas as espumas. A
populacdo de poros variou de 100 um a 800 um, com a presenga de poros de até 800 um. Essa
heterogeneidade no tamanho dos poros facilita a migracdo, adesdo e proliferacdo dos
osteoblastos. O que indica que as espumas produzidas possuem potencial para uso como
scaffold em tecido 6sseo.
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7 TRABALHOS FUTUROS

Para atividades futuras para a continuidade do presente trabalho, sugere-se os estudos

abaixo relacionados:
* Andlise das propriedades mecénicas das espumas;
* Ensaios de degradagéo das espumas produzidas em SBF;
* Estudos cinéticos de reticulacdo do PVA;
* Evolucgdo da técnica para o aumento da interconectividade entre poros;

* Ensaios in vitro para avaliacao da adesdo celular.
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