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RESUMO

Alguns arcaboucos (scaffolds) sdo fabricados usando polimeros como o0s
poliésteres que podem ser biodegradaveis e biorreabsorviveis. Para se obter melhores
propriedades mecénicas, arcaboucos tém sido fabricados utilizando-se uma mistura de
polimero e cerdmica. Um pardmetro importante em engenharia de tecido 6sseo é
porosidade e a interconectividade entre os poros. Nesse trabalho, o método de
sinterizacdo foi testado utilizando-se o compdsito a base de poli(L-4cido lactico) e
hidroxiapatita para obtencdo de arcaboucos porosos. A caracterizagdo foi realizada
utilizando-se microscopia eletronica de varredura, andlise de porosidade e teste de
resisténcia a compressdo. Utilizou-se para o PLLA duas faixas granulométricas, 106-
212 e 212-300 pm. Para a hidroxiapatita foram utilizadas particulas nanométricas e
fibras com razéo de aspecto proximo a 40. As concentragdes méssicas utilizadas para o
composito PLLA/Hap variaram nas proporcdes de 90/10, 80/20, 70/30%. A partir da
combinacdo dessas varidveis, constituiu-se um grupo de estudo contendo 12
combinagdes diferentes. Os resultados obtidos mostraram que as amostras que
utilizaram fibras de hidroxiapatita apresentaram tempo de programacdo isotérmica
aproximadamente 4 vezes menor do que as amostras que utilizaram particulas. Esse
tempo aumentou em fungdo do aumento do tamanho de particula polimérica devido a
reducdo da energia de superficie e mobilidade atdmica das particulas, e em funcdo do
aumento da concentragdo de hidroxiapatita, que atuou como barreira mecénica
dificultando o processo de sinteriza¢do. Os resultados obtidos mostraram que é possivel
controlar o processo de sinterizagcdo para obtengdo de matrizes tridimensionais. Foram
obtidas amostras com poros interconectados, tamanho de poro variando entre 150 e 350
um e porosidade entre 48 e 61%, sendo que as formulagdes que utilizaram particulas
apresentaram maior porosidade. A resisténcia mecénica média variou entre 1,7 e
12MPa, valores semelhantes ao do 0sso trabecular, que varia entre 2 e 12MPa.



ABSTRACT

Some scaffolds are manufactured using polymers, like polyesters, that can be
biodegradable and bioreabsorbable. An important parameter on bone tissue engineering
is the porosity and so-called pores interconnectivity. In this work, a sintering method
based on poly (L-lactic acid) and hydroxyapatite composite has been studied to obtain
porous scaffolds. It is a process that enables the control of porosity and mechanical
strength of materials processed. The characterization was realized using a scanning
electron microscopy (SEM), porosity analysis and mechanical resistance to
compression. It was used two tracks PLLA granularity, 106-212 and 212-300um. The
hydroxyapatite particles size was smaller than 5um and fibers presented aspect ratio
of close to 40. The composite PLLA / Hap concentrations varied in the proportions of
90/10, 80/20, 70/30%. From the combination of these variables, was formed a study
group containing 12 different combinations. The results obtained has shown that
samples using hydroxyapatite fibers presented isotherm time to approximately 4 times
lower than the samples using particles. The time increases according to increase of
polymer particles size due to reduction of surface energy and particles atomic mobility.
The time increases due the hydroxyapatite concentration increase too. This occurs
because the hydroxyapatite act as mechanical barriers hindering the sintering process.
The results showed that is possible control the sintering process to obtain three-
dimensional matrices. Samples were obtained with interconnected pores, pore size
ranging between 150 and 350um and porosity between 48 and 61%. The strength
ranged between 1,7 and 12MPa, similar to the cancellous bone values, which varies
between 2 and 12MPa.
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1 INTRODUCAO

O osso é um tecido altamente organizado que cumpre, entre outras finalidades,
uma funcdo estrutural no corpo humano. Para tanto é constituido de componentes que
Ihe conferem a capacidade de suportar diferentes formas de tensdes, combinando rigidez
e flexibilidade. Entretanto, como todo material, estd sujeito a falhas, que podem ser
desde dimensdes microscdpicas, facilmente recuperaveis uma vez que apresenta alta
atividade metabolica, até lesBes de proporgdes macroscopicas, dificeis de serem
recuperadas sem a inclusdo de material externo (enxertos). Nesse sentido, a ciéncia e a
engenharia tém buscado estudar materiais que apresentem caracteristicas similares
aquelas do osso, para preenchimento dessas falhas, que consiga cumprir a funcdo de
mantenedor do arcabouco estrutural do 0sso.

Dentro da Bioengenharia, as areas que se dedicam ao estudo de biomateriais,
buscam materiais que possam ser utilizados como substitutos temporarios ou definitivos
de partes dsseas de diferentes regides do corpo.

Alguns materiais tém merecido a atencdo por suas caracteristicas que se
assemelham as caracteristicas do osso. Dentre esses, 0os polimeros, principalmente
quando associados aos compostos inorganicos como os fosfatos de célcio, constituindo
a classe dos compdsitos. Essa combinagdo pode produzir um material, cujas
caracteristicas, se aproximam do tecido 6sseo.

Diversos polimeros, entre eles os polihidroxibutiratos (PHB), polidioxanonas
(PDS), poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA), bem como seus co-
polimeros, vém sendo estudados. Entre os materiais ceramicos fosfocalcicos destacam-
se as hidroxiapatitas e o fosfato tri-célcico.

Além da utilizacdo como materiais de substituicdo temporéria em falhas dsseas,
esses compdsitos vem sendo testados para o desenvolvimento de sistemas de liberagéo
controlada de farmacos, ou fatores indutores de crescimento e diferenciagdo celular.

O tecido 6sseo estd organizado de forma a suprir necessidades estruturais de
conformagdo e sustentacdo. Para tanto 0s 0ssos apresentam-se com formas e
propriedades mecanicas altamente varidveis dependendo da solicitacdo de cada regido.

Combinar diferentes materiais variando suas concentragdes e forma de
apresentacdo cria a possibilidade de se obter compdsitos com diferentes propriedades,
de maneira que, quando biocompativeis, possam ser utilizados em diferentes regies do

corpo.
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Existe um grande desafio ao se combinar diferentes materiais a fim de obter a
interacdo desses com o meio bioldgico, que é minimizar reagdes indesejaveis,
adequando o tempo de degradagdo e a taxa de crescimento tecidual no local de
implantagé&o.

Além da combinacdo adequada dos materiais, 0 método de processamento
desses materiais para a obtencdo de matrizes porosas € importante. O equilibrio entre a
estrutura porosa do material e a resisténcia mecénica adequada a regido de implantacéo
depende em grande parte do método de processamento utilizado.

Nesse trabalho utilizou-se o processo de sinterizacdo para, através de diferentes
combinagdes entre dois biomateriais, fabricar matrizes tridimensionais para utilizagdo
como arcabougo de substituicdo temporaria de tecido dsseo. Para isso foi utilizada a
associacdo de poli (4cido lactico) (PLLA), com hidroxiapatita (Hap), variando a
concentracdo dos dois materiais, a forma da hidroxiapatita e o tamanho das particulas do
PLLA. As amostras obtidas foram avaliadas do ponto de vista da microestrutura e

resisténcia & compressao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolver rota de processamento de arcaboucgos para utilizagdo em engenharia
de tecidos, com porosidade e resisténcia mecénica compativeis com o tecido

0sseo, pelo processo de sinterizagdo, utilizando-se o composito de PLLA/Hap.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Processar arcabougos compdsitos a base de PLLA/Hap, utilizando-se 0 método
de sinterizacdo variando as concentragbes massicas dos componentes, a forma
da Hap e o tamanho da particula do PLLA.

e Analisar a influéncia da variagdo da concentragdo massica, da forma da Hap e do
tamanho da particula do PLLA na microestrutura dos arcabougos processados.

e Analisar a influéncia da variagdo da concentragdo massica, da forma da Hap e do
tamanho da particula do PLLA na resisténcia mecénica dos arcaboucos

processados.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O TECIDO OSSEO

O osso é uma variedade de tecido conjuntivo altamente especializado, com uma
estrutura colagena mineralizada, responsével entre outras fungBes, pela sustentacdo
esquelética do corpo. Por ser um tecido especializado para suportar pressdes, sucede a
cartilagem tanto na ontogénese como na filogénese (Ham, 1977).

Do ponto de vista da engenharia, 0 0sso é um compdsito que estruturalmente
aparece constituido de uma matriz coldgena (tipo 1), reforcado por nano cristais de
hydroxiapatita precipitados ao longo das fibras de colageno. A parte mineral é
responsavel pela dureza do 0sso enquanto a matriz coldgena € responsavel pela
flexibilidade (Willians et al, 1995).

Histologicamente, 0 0sso consiste de um conjunto de células engastadas em uma
matriz intercelular composta em parte por materiais organicos, cerca de 30-40% do seu
peso seco principalmente colageno, sendo os 60-70% restantes constituidos por sais
inorgénicos ricos em calcio e fosfato. Essa mistura confere ao 0sso propriedades
importantes para o cumprimento de suas fungdes.

O tecido 6sseo apresenta um metabolismo intenso e tanto sua forma quanto sua
estrutura sofre influéncias de fatores genéticos, metabdlicos e mecénicos. Os fatores
genéticos garantem a determinagdo da forma primaria dos diferentes tipos de 0ssos, 0
que os torna aptos a desempenhar diferentes fungdes no organismo (protecéo, alavanca,
suporte ou sustentagdo). Os fatores metabdlicos influenciam o crescimento do 0sso em
todos os estagios de desenvolvimento. A disponibilidade de calcio, fésforo, vitaminas
A, C e D, bem como a secrecdo das glandulas hipofise, tiredide, paratiredide, supra-
renais e gbnadas sdo essenciais a osteogénese. As influéncias mecanicas como, por
exemplo, as solicitagdes musculares, ou auséncia delas em casos de paralisias,
interferem de forma positiva ou negativa no desenvolvimento dsseo, respectivamente
(Willians et al, 1995).

O osso apresenta uma estrutura lamelar, que pode apresentar-se organizada de
forma trabecular ou compacta. Essa estrutura lamelar é composta por uma malha de
lamelas concéntricas regularmente distribuidas ao redor de canais ramificadores (canais
de Havers) por onde circulam os vasos nutricios. Esses canais se ramificam e
comunicam-se com 0 exterior ou com a medula 6ssea, através de canaliculos
conhecidos como canais de Volkmann (Turek, 1991).

Sistema haversiano é o nome que se da a unidade estrutural do 0sso, em
homenagem a Clopton Havers, que foi quem tentou definir originalmente a estrutura do
0sso, em 1691. Havers ndo descreveu a lamina concéntrica em redor dos vasos. Essa
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unidade estrutural, também chamada de osteon é composta por laminas distribuidas
concentricamente em redor dos canais de Havers. Esses canais sdo dirigidos segundo o
eixo longitudinal do osso (Figura 3-1) (Ham,1977).

Os o0ssos, quaisquer que sejam suas formas, s&0 compostos quase sempre por
tecido compacto na periferia, e por 0sso trabecular e medula dssea no interior. O 0sso
compacto consiste de uma massa 0ssea continua, contendo canais vasculares
microscopicos interligados. E composto por um grande ndmero de sistemas
haversianos, havendo entre eles laminas intersticiais ou fundamentais que séo
remanescentes de sistemas haversianos que foram parcialmente reabsorvidos. A porgéo
trabecular consiste de uma rede de trabéculas dispostas em formas diversas (sempre
acompanhando as linhas de tensdo do 0sso) preenchidas com medula 6ssea. (Willians et

al, 1995).

Camada fibrosa do peridsteo

Camada osteogénica do peridsteo }

Laminulas circunferenciais
externas

S, Linha de cimentacio

DY Y7
' 4 0SSO COMPACTO
7 / of »
FA Do st - e
-—fv,-\— Laminulas intersticiais
% Sistema de Havers
v

aT

IO

2" Laminulas circunferenciais
internas

N

e '%

Figura 3-1 llustragéo dos elementos constituintes de um osteon.

Vaso
e

= TN

3.1.1 Componentes do 0ss0
Ja foi afirmado que o tecido 6sseo é constituido por um conjunto de células

envolvidas numa matriz. Seus componentes seréo agora descritos individualmente.

As células do osso podem ser de varios tipos, descritos a seguir; células
osteoprogenitoras, que ddo origem a varias outras células Osseas, osteoblastos que
depositam 0sso, ostedcitos dentro do 0sso, células que revestem 0 0sso na sua superficie
e osteoclastos que o desgastam (Willians et al, 1995).
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3.1.2 Propriedades mecanicas do 0sso
Com o objetivo de compreender as propriedades mecéanicas do 0sso, é

importante compreender as suas fases componentes, bem como a relagéo entre elas nos
Varios niveis de sua organizacdo estrutural hierérquica (Figura 3-2).

Segundo Rho et al, os diferentes niveis da estrutura 6ssea podem ser organizados
da seguinte forma:
- macroestrutura: 0sso trabecular e osso cortical
- microestrutura (10-500 pum): sistema de Havers, osteons, trabéculas simples
- sub-microestrutura (1-10 um): lamelas concéntricas
- nanoestrutura (~0,001-1 um): fibrila colagena embebida de mineral
-sub-nanoestrutura (menor 0,001 pum): estrutura molecular dos elementos constituidos
como proteinas organicas colagenas e ndo colagenas e minerais

Essa estrutura tem arranjo e orientagdo de seus componentes de forma irregular,

porém organizada, fazendo do osso um material heterogéneo e anisotropico (Rho et al,

Collagen collagen
molecule fibril
Cancellous bone / —{f+— 1.23 nm
Collagen

fibril collagen

molecules
Cortical bone
Bone
Osteon Crystals hole zone
I 300 nm
'
W 440 nm
0.5 um 27 nm
i -
I'nm \
10-500 pm
b 37 pm O protein
triple
Microstructure Nanostructure bone mineral helix
. crystal
Macrostructure Sub-microstructure Sub-nanostructure 50 x 25 x 3 nm

Figura 3-2 - llustracédo da microestrutura do tecido 6sseo.

Enquanto material heterogéneo, o 0sso apresenta valores de resisténcia mecénica
que variam para 0 0sso trabecular e compacto. Por ser anisotrépico, essas tensdes
mecanicas também variam em funcdo da direcdo de aplicacdo da forgca. A Tabela 3-1
ilustra alguns valores para forgas aplicadas no sentido longitudinal do osso (Kokubo,
2003).
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Tabela 3-1 - Propriedades mecanicas para 0ssos compactos e trabeculares. (Kokubo, 2003).

Resisténcia (MPa) Mad. de elasticidade
Compressao Tracdo Flexdo (GPa)
Osso compacto 100-230 78-150 50-150 7-30
Osso trabecular 2-12 - - 0,05-0,5

3.2 A ENGENHARIA DE TECIDOS

A engenharia de tecidos consiste em um conjunto de conhecimentos e técnicas
utilizadas para reconstrucdo de novos Orgdos e tecidos. Como um campo
multidisciplinar, envolve conhecimentos das areas das ciéncias biol6gicas e médicas,
bem como da engenharia de materiais (Langer e Vacanti, 1993; Barbanti et al; 2005).

Desde a ultima década, a engenharia de tecidos vem mostrando progressos no
desenvolvimento de alternativas viaveis para procedimentos cirdrgicos para tecido
0sseo, implantes e proteses. Gragas aos avancos na tecnologia dos materiais, é possivel
para 0os médicos utilizarem células do proprio paciente para reparar defeitos, como
falhas Gsseas ou lesdes de cartilagem. Com o objetivo de possibilitar o crescimento
tridimensional de tecidos, arcaboucos (scaffolds) feitos de materiais poliméricos ou
compositos biodegradaveis e biorreabsorviveis, e que atuam como suportes estruturais
temporarios, vém sendo desenvolvidos recentemente. Apesar de materiais metalicos e
algumas ceramicas serem amplamente aceitos no uso de materiais para implantes, o fato
de serem ndo degradaveis e ndo reabsorviveis, obrigando o paciente se submeter a uma
segunda intervencao cirtrgica, tem limitado sua utilizagdo (Cheung, 2007).

Existem trés ingredientes essenciais para a morfogénese na engenharia de
tecidos, que sdo os componentes celulares, os fatores de crescimento e diferenciacéo
celular, e a matriz ou arcabouco tridimensional. Os componentes celulares devem estar
presentes e serem capazes de originar um novo tecido estruturado. Podem ser
introduzidos a partir de uma fonte celular exdgena, ou serem recrutados no sitio do
implante; os fatores de crescimento e diferenciagdo celular sdo essenciais para guiar o
desenvolvimento adequado dos componentes celulares, e podem ser produzidos por
células transferidas para o sitio do implante, ou agentes exdgenos como as proteinas
purificadas; a matriz tridimensional deve funcionar como substrato para a fixacéo,
proliferacdo e diferenciacdo celular (Ellingsen, 2003).

No caso do tecido dsseo, o processo de preenchimento de falhas dsseas por

matrizes tridimensionais ou arcaboucos que possibilitem formag&o de novo 0sso no
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local pode ocorrer por dois mecanismos distintos, a osteoconducéo e a osteoindugdo. No
primeiro, o0 arcabougo funciona como um agente condutor passivo que vai Se
degradando gradativamente e sendo substituido por 0sso novo que cresce a partir das
margens da falha; no segundo mecanismo, ocorre recrutamento de células imaturas, que
sdo atraidas para o sitio do implante por agentes bioativos, onde sofrerdo diferenciagéo
em células osteoprogenitoras e posteriormente osteoblastos, que sdo células
encarregadas da producdo de matriz 6ssea que dara origem ao tecido 6sseo maduro
(Ellingsen, 2003).

33 ARCABOUCOS

Arcabouco é a tradugdo do inglés para a palavra scaffold, que é um suporte,
veiculo de liberacéo, ou matriz que facilita a migragdo, adeséo ou transporte de células
ou moléculas bioativas utilizadas para substituir, reparar ou regenerar tecidos (ASTM
F2312).

A principal funcdo de um arcabouco é atuar temporariamente como suporte que
possibilita a transferéncia de estresse ao longo do tempo em regides do corpo com
lesBes, facilitando e guiando o crescimento celular até a completa regeneracéo tecidual.
Para alcancar esse objetivo é necessério que o arcabouco mantenha morfologia e
propriedades mecénicas adequadas ao longo de todo o processo regenerativo, até que a
regido da leséo esteja totalmente recuperada (Nair, 2007; Cheung, 2007).

Um 6timo arcabouco para engenharia de tecido dsseo deve atuar como um
modelo tridimensional para o crescimento Gsseo in vitro e in vivo. Para alcangar esse
objetivo o arcabouco deve consistir de uma rede de poros interconectados em escala
micrométrica e nanométrica para permitir o transporte de fluido corpéreo através dos
poros, a migragdo celular e vascular, e o consequente crescimento tecidual no local
(Stylios, 2007).

Para a utilizagdo de um material no desenvolvimento de arcabougos, a
biocompatibilidade é uma caracteristica fundamental em engenharia de tecidos, pois
garante que o material € seguro para uso no corpo humano, ndo induzindo respostas
inflamatdrias, reacbes imunes extremas e também ndo exercendo efeitos toxicos sobre
as células, tecidos ou 6rgdos. Como o material implantado no corpo humano deve
permanecer ali por um determinado tempo, os subprodutos originados de sua interagéo
com o meio ndo devem produzir qualquer efeito nocivo ao corpo. Para tanto, um

requisito basico é que seja degradado naturalmente ao longo do tempo e absorvido pelo
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corpo sem gerar efeitos colaterais. Esse processo permite que 0 organismo recupere sua
funcionalidade gradualmente evitando a instalacdo de sequelas. Com relagdo a esses
dois fendmenos degradagdo e absorgdo, entende-se que o material pode se decompor
naturalmente, mas seus subprodutos irdo permanecer no interior do corpo humano. Para
materiais biorreabsorviveis, o produto da degradacdo, além de ser um material ndo
toxico poderd ser incorporado e eliminado por rotas metabdlicas normais, sem deixar
residuo algum (Barbanti, 2005).

Os arcaboucos devem ser no minimo biodegradaveis, permitindo que a matriz
extracelular ocupe o espagco vazio enquanto o material é degradado. Existem duas
formas de degradacéo quimica, a degradagdo hidrolitica, ou simplesmente hidrélise que
é mediada somente pela agua, e a degradacdo enzimética, que € mediada principalmente
por agentes bioldgicos, como as enzimas (Cheung, 2007).

Dois outros fatores sd@o fundamentais no processo de degradacdo, e estdo
diretamente relacionados, que séo a porosidade e a superficie do arcabouco. O tamanho
e a forma dos poros podem interferir na atividade celular, aumentando-a ou inibindo-a.

Uma matriz preparada para utilizagdo como scaffold, deve ser suficientemente
porosa para difundirem nutrientes e permitir a eliminacdo de residuos; esses poros
devem apresentar interconectividade, para favorecer a difuséo celular, bem como,
possibilitar que estas expressem suas atividades metabolicas. A literatura tem
apresentado trabalhos com resultados positivos para regeneragdo 6ssea, com tamanhos
de poros variando entre 100 e 250 um.(Whang et al; 1995) e 100 e 400 pm (Yoneda et
al, 2005). No caso de arcaboucos com finalidade de liberacdo de farmacos, poros
variando entre 150 e 200 um mostraram resultados positivos (Kim et al, 2004). Oliver et
al, sugerem que, com a finalidade de penetragdo celular em camadas profundas de
implantes, o tamanho 6timo de poros interconectados deve variar entre 150 e 500 pm
com interconectividade maior que 40 um (Oliver et al, 2004).

Existe ainda outro fator importante que é a integridade mecénica. Um arcabouco
atua como suporte fisico temporério no sitio de implantacdo, resistindo as tensdes
externos e internos na regido. Dessa forma as propriedades mecéanicas do arcabouco
devem ser similares ao tecido neoformado e no final do processo de regeneragdo, toda
carga suportada pelo arcabouco sera transferida para o tecido neoformado, que ocupara
0 local do arcabougo degradado (Cheung, 2007).

Atualmente, diversos estudos visando o desenvolvimento de arcabougos para

regeneracdo guiada de tecidos tém sido realizados. No entanto, as propriedades que um
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arcaboucgo desse tipo deve possuir sdo dependentes intimamente das propriedades dos
seus materiais componentes, dessa forma a escolha do material adequado a fim de suprir
as necessidades do tecido que se pretende substituir, ainda é um grande desafio para a

engenharia de tecidos.

3.4 BIOMATERIAIS

Uma das areas de estudo dentro da ciéncia e engenharia dos materiais € aquela que
se dedica & identificacdo e conhecimento de materiais naturais ou sintéticos, adequados
ao uso em meio bioldgico. A essa categoria de materiais da-se o nome de biomaterial.

Segundo a Conferéncia de Consenso em Biomateriais para Aplicacdes Clinicas
realizada em 1982, os biomateriais sdo definidos como toda substancia (com excecéo de
drogas ou farmacos) ou combinacdo de substancias, de origens naturais ou sintéticas,
que durante um periodo de tempo indeterminado, s&o empregados como um todo ou
parte integrante de um sistema para tratamento, ampliagdo ou substituicdo de quaisquer
tecidos, 6rgdos ou fungdes corporais. Assim, é um material ndo-toxico usado como
aparelho médico caracterizado por interagir com sistemas biolégicos (WILLIAMS,
1987).

Existe uma grande gama de materiais que podem ser utilizados como
biomateriais, sendo que cada um deles pode apresentar propriedades que irdo classifica-
los de diferentes maneiras, dependendo das fungdes que deverdo desempenhar no local
de inclusdo. A primeira classificacdo diz respeito ao tempo de permanéncia no local, e
dessa forma podem ser de utilizacdo temporaria ou permanente.

E imprescindivel que esse biomaterial seja biocompativel, ou seja, quando
colocado no meio fisiolégico, 0 mesmo nédo deve provocar reagdes que comprometam a
funcdo do drgéo ou tecido que o esta recebendo. Isto significa que, frente aos processos
metabdlicos fisioldgicos do meio no qual ele sera inserido, deve assumir um
comportamento no minimo bioinerte. Alguns biomateriais, devido as suas
caracteristicas, muitas vezes apresentam alguma semelhanca com elementos presentes,
0S quais passam a assumir um papel de mediador no processo interativo com o meio.
Por conta dessa capacidade interativa recebem o nome de bioativos.

Nos casos em que o biomaterial tiver fungdo temporaria no organismo, é
interessante que 0 mesmo seja biodegradavel. Esse termo € utilizado para dispositivos
solidos que devido a degradacdo macromolecular sofrem dispersdo in vivo, mas sem a

eliminacdo de subprodutos pelo organismo. Tais dispositivos podem ser atacados por
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elementos bioldgicos, afetando a integridade do sistema, dando origem a outros
subprodutos de degradacdo que podem ser removidos do seu local de agéo, mas ndo
necessariamente do organismo. O material pode também ser biorreabsorvivel, que séo
materiais solidos que apresentam degradagdo através da diminuicdo de tamanho. Neste
caso sdo reabsorvidos in vivo e totalmente eliminados por rotas metabdlicas do
organismo, refletindo eliminacdo total do material, e seus subprodutos, sem efeitos
colaterais (Barbanti, 2005).

Um material bioativo pode atuar simplesmente como elemento de
preenchimento temporario guiando a atividade celular local. Nesse caso assume um
papel biocondutor no processo. Existem situacbes em que o material bioativo, além de
atuar como guia, apresenta propriedades que interferem com a cinética metabdlica local,
acelerando o processo de reconstrugdo. Neste caso, o material assume fungdo
bioindutora.

O que define a classificacdo de um biomaterial em uma ou vérias das categorias
mencionadas acima, sdo as propriedades quimicas e fisicas de cada material. Entre elas
pode-se citar o peso molecular, a resisténcia mecénica, propriedades elétricas entre
outras.

No caso do tecido 6sseo, as propriedades mecénicas devem ser levadas em
consideracdo, principalmente aquelas como a resisténcia as tensdes trativas e
compressivas e 0 comportamento elastico. Outro fator importante no caso de materiais
biodegradaveis é a cinética de degradacdo. Essa deve ser compativel com a cinética de
formacéo Gssea da regido aonde serd implantado o biomaterial.

Ao se buscar materiais para implantagdo em tecido dsseo, além de cumprir todos
0S requisitos acima, esse material deve ainda possuir a capacidade de manter uma forma
previamente dada, para atender as diferentes areas de utilizagdo e apresentar também
resisténcia a processos de esterilizagdo, sem perder suas propriedades originais.

Materiais de origem natural ou sintética tém sido desenvolvidos para criar
substitutos de tecido 6sseo. Segundo Oliver et al, (2004) esses materiais sdo utilizados
em 10% dos procedimentos de enxertos 0sseos. Esses materiais sdo geralmente
osteocondutores e, portanto, ndo induzem a formacdo 6ssea. A adicdo de elementos
biolégicos como fatores de osteoindugdo ou células osteogénicas vém sendo
investigados (Oliver et al, 2004).

Atualmente as pesquisas com materiais para substituicdo de tecido 6sseo tém

mostrado uma tendéncia na direcdo do estudo com polimeros, uma vez que muitos deles
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atendem a maioria dos requisitos recém elencados, principalmente quando combinados
entre si, seja em nivel de sintese (co-polimeros) ou misturas (blendas), podendo ainda
ser utilizados na forma de compositos, misturados a compostos inorganicos (Park, 2002;
Nair, 2007; Cheung, 2007; Papkov, 2007; Liu, 2007).

Alguns materiais incluindo ago inox, ligas de cromo-cobalto, titanio e suas ligas,
e ceramicas estruturais como alumina ou zirconia, além de serem mais fortes do que o
0SS0 que vao substituir, principalmente sdo mais duras. Essa diferenca na dureza é a
génese das principais falhas nos implantes. O 0sso vivo responde ao seu meio, e
implantes que s&o mais duros que 0 0sso, recebem uma grande proporg¢do da carga,
isolando o tecido em redor do implante do seu nivel normal de stress. O resultado desse
isolamento do stress é que ocorre reabsor¢do no tecido em redor do implante e a perda
do implante com o passar do tempo, levando a necessidade de uma nova cirurgia. A fim
de superar essas limitacbes, nos ultimos anos tém crescido o interesse no
desenvolvimento de compostos orgéanicos/inorgénicos fortes, que combinariam a
flexibilidade, tenacidade, e birreabsorcdo de um polimero, e resisténcia dureza e

osteocondutividade de uma ceramica (Neuendorf, 2008).

3.4.1 Polimeros
Polimeros sdo moléculas de cadeia longa constituidas de um numero de

pequenas unidades de repeti¢do. Estas unidades de repeticdo ou “meros” diferem das
pequenas moléculas utilizadas no procedimento de sintese, 0s mondmeros, pela perda
da insaturacdo ou a eliminacéo de pequenas moléculas como &gua, por exemplo, durante
a polimerizagdo. A exata diferenca entre 0 monémero e a unidade de mero depende do
modo de polimerizacdo (Ratner et al, 1996).

Polimeros sdo materiais amplamente utilizados em enxertia dssea e uma
variedade de aplicacbes médicas gracas a sua biocompatibilidade, flexibilidade de
design, disponibilidade de grupos funcionais, leveza e alto rendimento. Eles podem ser
divididos em duas categorias: biodegradaveis e ndo biodegradaveis. O colageno, a
gelatina, poli(acido l&ctico), poli(acido glicdlico), seus copolimeros, poli(E-
caprolactona) possuem propriedades mecanicas razoaveis, e sdo excelentes exemplos de
polimeros biodegradaveis pois possibilitam algum controle da taxa de degradacéo in
vivo e seus sub-produtos apresentam cardter ndo toxico. Poli(etileno), poli(etileno

teraftalato) e poli(metil-metacrilato) sdo exemplos de polimeros ndo biodegradaveis.
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Entretanto, a maioria dos materiais polimericos ndo exibe a propriedade de bioatividade
(Stylios, 2007).

Biopolimeros naturais

Vérios polimeros naturais vém sendo usados como biomaterial em engenharia de tecido,
entre 0s quais o colageno, a gelatina, alguns polissacarideos (alginato, agarose,
quitosana, acido hialurénico) e a fibrina (Lee, 2007). Entretanto, a antigenicidade, o
desenvolvimento de respostas imunoldgicas e o risco de transmissdo de doengas
infecciosas séo fatores limitantes para sua larga aplicagdo em engenharia de tecidos
(Saito, 2005).

Biopolimeros sintéticos

Polimeros sintéticos sdo amplamente utilizados como biomaterial para uma larga
demanda de aplicagbes clinicas. Aparentemente, podem ser modulados por VArios
caminhos, e suas propriedades podem ser controladas por modificagcbes quimicas em
sua estrutura. Apresentam boa manufaturabilidade, podendo ser produzidos em larga
escala. Os poli(a-hidroxi ésteres) como o poli(acido lactico), poli(acido glicélico) e seus
co-polimeros, sdo os mais amplamente investigados em engenharia de tecidos, devido a
sua biocompatibilidade e aprovagdo no FDA, para aplicacdes clinicas (Lee, 2007). Esses
biomateriais poliméricos séo utilizados ha mais de 20 anos, desde sua introdugédo como
suturas (Hollinger, 1990). Tanto na area meédica como na odontoldgica s&o usados ainda
como materiais para proteses, implantes, dispositivos extracorporeos, encapsulantes,
sistemas de liberacdo de farmacos, produtos de engenharia de tecidos, etc (Park, 2002).
Atualmente, vém se destacando como materiais de substituicdo temporéaria de 0sso,
como dispositivos de fixacdo de fraturas, além de matrizes para liberagdo de fatores de
crescimento, ou liberagdo de farmacos (An et al, 2000; Saito, 2005; Lee, 2007).

As principais vantagens dos biomateriais poliméricos, comparados aos metais ou
ceramicos sdo a facilidade para produzir diferentes formas, facil processabilidade, custo
razodvel e acessibilidade as propriedades fisicas desejadas (Park, 2002). Outra
vantagem que alguns biopolimeros apresentam é a propriedade de se degradarem em
meio biolégico, podendo ser quebrado em fragmentos menores por hidrélise, com ou
sem o auxilio de enzimas. Os poliésteres alifaticos lineares como os polilactideos, os
poliglicolideos, os policaprolactonas, polihidroxibutiratos e seus copolimeros séo
exemplos de polimeros sintéticos biodegradaveis (Do6i, 2002).

Materiais  poliméricos  biodegradaveis vém sendo investigados no

desenvolvimento de dispositivos terapéuticos como proteses temporarias, estruturas
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porosas tridimensionais como arcabougos para a engenharia de tecidos e para aplicagdes
farmacoldgicas, como sistemas de liberacdo de farmacos. Algumas aplicacdes
biomédicas para polimeros degradéveis sdo implantes grandes como placas, parafusos e
reservatorios contraceptivos, pequenos implantes como grampos, fios de sutura e nano
ou micro veiculos liberadores de farmacos, membranas para regeneragdo guiada de
tecidos e estruturas porosas ou malhas de multifilamentos para engenharia de tecidos
(Nair, 2007).

Alguns fatores estruturais interferem com a degradabilidade de biomateriais
poliméricos, entre eles, tamanho do implante, tipo de material, peso molecular, fase
(cristalina ou amorfa), porosidade do material, presenga de aditivos ou impurezas,
mecanismo de degradacéo, sitio de implantagdo, tensbes sofridas na regido do implante,
idade do hospedeiro, a estrutura quimica da cadeia principal e dos grupos laterais dos
polimeros, o estado de agregacdo, o balango hidrofilico/hidrofébico, a area de superficie
e a morfologia (An et al, 2000; Park, 2002).

O poli(acido lactico) (PLA), poli(acido glicdlico) (PGA) e seus co-polimeros
(PLGA) degradam por hidrolise e seus produtos de degradacdo sdo eliminados do
organismo como didxido de carbono e agua (Whang et al; 1995). Essa propriedade

coloca esses biopolimeros na classe daqueles conhecidos como biorreabsorviveis.

Poli-acido lactico (PLA)

O poli (4cido lactico) é um biomaterial polimérico da familia dos poliésteres
alifaticos do tipo poli(a-hidroxi-acidos). Os PLAs podem ser sintetizados por dois
mecanismos distintos que sdo a policondensacdo do mondmero &cido lactico (2-hidroxi-
acido propibnico), ou polimerizacdo por abertura de anel do monémero lactideo (nome
IUPAC 3,6 dimetil-1,4 dioxano-2,5 diona), o qual é obtido pela dimerizacdo do &cido
lactico (Figura 3-3). O &cido lactico é opticamente ativo e apresenta duas formas
isomericas, L (levdgiro) e D (dextrégiro). De acordo com as duas formas seus
homopolimeros possuem estereoisomeros especificos, o PLLA e o PDLA,
respectivamente. A estrutura altamente organizada desses polimeros inclui os seguintes
parametros: cristalinidade, espessura cristalina, estrutura do cristal, morfologia e
tamanho do esferulito e orientacdo molecular. As propriedades fisicas, comportamento
de biodegradacdo e hidrdlise dos PLAs podem ser controladas por alteracbes nos

parametros citados acima. (An et al, 2000; Doi, 2002; Hollinger, 1995).
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Figura 3-3 - Rotas de sintese do polilactideo e do poli (acido lactico). (D6i, 2002).

Nas ultimas décadas, os polilactideos, os poli (acido lactico) (PLA) e seus co-
polimeros, tém sido vistos como materiais atrativos para funcionarem como matriz
extracelular em implantes, pois apresentam propriedades mecénicas comparaveis aos
polimeros comerciais como os polietilenos, polipropilenos e poliestirenos, além de
serem degradéveis no meio bioldgico (Doi, 2002).

Esses polimeros sdo considerados como um biomaterial polimérico totalmente
degradavel, sendo transformado em &cido lactico, substancia j& presente naturalmente
no organismo humano e que é eliminado do corpo por caminhos metabdlicos naturais.
Além disso, o PLLA apresenta uma conformagdo em hélice de cadeias poliméricas,
assim como o coldgeno presente na fase orgénica do tecido 6sseo. A configuragdo do
PLLA contribui para que o mesmo apresente um alto percentual de cristalinidade, o que
confere a ele boas propriedades mecénicas e degradacdo relativamente lenta no meio
corporeo (Hollinger, 1995; Doi, 2002).

Para serem usados clinicamente em cirurgias ortopédicas, craniofaciais e
bucomaxilofaciais, esses polimeros biorreabsorviveis podem ser divididos em duas
categorias, semi-cristalinos, que apresentam alta resisténcia, e amorfos, que apresentam
baixa resisténcia. E necessario que esses materiais apresentem resisténcia inicial maior
que a do 0sso, e que mantenham essa resisténcia até a regeneracdo 0ssea (Shikinami,
1999).

Propriedades
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Quanto as propriedades fisicas do PLLA merecem destaque as térmicas e as
mecéanicas. Com relacdo as propriedades térmicas, a temperatura de fuséo, de transicdo
vitrea e a entalpia de fusdo, sdo fatores muito importantes, refletindo na organizacdo
estrutural, na fracdo de regido cristalina, no empacotamento da cadeia polimérica das
regibes amorfas. Com relagdo as propriedades mecénicas, sdo fundamentais, e podem
ser controladas pela variacdo de pardmetros como, caracteristicas moleculares,
organizagao estrutural, porosidade, prepracéo de blendas, etc (Doi ,2002).

O PLLA possui uma temperatura de transicdo vitrea (Tg) entre 50-65°C e
temperatura de fusdo (Tm) entre 170-190°C. Na presenca de umidade, o PLLA
apresenta estabilidade térmica limitada. Porém, sob ambiente seco, apresenta uma faixa
de temperatura de processamento entre 170-250°C (Doi, 2002; Hollinger, 1995; Nair,
2007).

Na temperatura ambiente, PLLA de alta massa molecular é soltvel em solventes
que possuem valores de parametro de solubilidade na faixa de 19-20.5 J°° cm™”, tais
como cloroférmio, dicloreto de metileno, dioxano e benzeno. Os PLLA néo sdo sollveis
em alcodis, tais como metanol e etanol (Doi, 2002).

O PLLA apresenta grupos do tipo éster que tendem a sofrer hidrélise, fazendo
com que se degrade em oligdbmeros ou mondmeros, 0s quais sdo soltveis em &gua (Doi,
2002). Entretanto, as cadeias moleculares das regides cristalinas sdo mais resistentes a
hidrdlise em relacdo aquelas das regiGes amorfas, pois as regides amorfas possuem um
maior volume livre entre as cadeias em relacdo as regides cristalinas, o que facilita a
difusdo do meio responsavel pela hidrolise. Por esse motivo, o primeiro estigio de
degradacdo hidrolitica do PLLA ocorre nas suas regibes amorfas, sendo que 0s
segmentos de cadeia que permanecem ndo degradados adquirem maior espago e
mobilidade, ocorrendo uma reorganizagéo das cadeias e um aumento da cristalinidade
do polimero. No segundo estdgio, ocorre degradacéo hidrolitica nas regides cristalinas,
0 que promove um aumento na taxa de perda de massa do polimero. Apds o segundo
estagio de degradacdo, os fragmentos do polimero s&o eliminados por rotas metabdlicas
do organismo, permitindo que o material seja completamente reabsorvido (Stdergard e
Stolt, 2002). Como o produto da degradagdo do PLA é o é&cido lactico que existe
naturalmente no metabolismo dos animais, em tese o produto liberado dessa degradacéo
ndo apresenta toxicidade suficiente para produzir resposta inflamatéria significativa.
Entretanto, no caso do uso de PLLA puro observou-se experimentalmente, em

implantes realizados em coelhos, que a instabilidade hidrolitica leva a reacdo
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heterogénea e irregular, possibilitando a liberagdo de macro fragmentos de PLLA que
resultaram em picos de irritacdo fisica, podendo levar a respostas inflamatorias
indesejaveis no local do implante (Shikinami et al; 2005).

Acredita-se que as reagdes devido a liberacéo de produtos de degradagdo acidos
possam ser minimizadas pela presenga de produtos bésicos como HA e o TCP; essas
cerdmicas retardariam a degradacdo do polimero (Mano et al, 2004). Estudos tém
demonstrado que quando se usam dispositivos compositos, onde a matriz de PLA esta
combinada & micro-moléculas de hidroxiapatita, 0 que se observa, é a liberagdo de
pequenas quantidades de fragmentos de material degradado, que ndo provocam
respostas adversas in vivo. A presenca da hidroxiapatita modula a degradagéo do
polimero em pequenos oligbmeros incapazes de provocar respostas inflamatorias
(Shikinami et al; 2005).

Comparado ao PGA, que apresenta indice de degradagdo bastante rapido no
organismo (da ordem de meses), o PLA embora também degrade, o faz bem mais
lentamente, podendo levar até 2 anos para degradar-se totalmente (Rezende, Duek;
2003). Esse fato se deve a presenca de um grupo metil adicional na estrutura do PLA
que o torna bem mais hidrofébico que o PGA. A degradagdo do PLA também depende
do seu grau de cristalinidade, que quanto maior mais estavel, conseqiientemente, de
degradacdo mais lenta. Entretanto, co-polimeros de PLA e PGA néo apresentam indices
de degradacdo intermediaria, mas sim maiores que o PGA puro (Mano et al, 2004; Park,
2002).

Pelas caracteristicas estruturais ja citadas anteriormente, bem como pela rota
metabdlica desenvolvida durante o processo de degradacdo, pode-se dizer que o PLLA é
um biomaterial polimérico que apresenta grande potencial para ser utilizado na
reconstrucdo de tecido 6sseo. No entanto, uma desvantagem de seu uso puro € o carater
heterogéneo de sua degradacdo. Nesse sentido, para melhorar as caracteristicas de
degradabilidade, tornando-a mais homogénea, compdsitos & base de PLLA e
hidroxiapatita (HA) tém sido desenvolvidos como opgdo preferencial para reconstrugao
de tecido 6sseo (Shikinami et al., 2005).

3.4.2 Ceramicas
Sdo compostos constituidos por elementos metédlicos e ndo metélicos que

apresentam ligacOes idnicas e covalentes. A palavra cerdmica vem do grego keramikos,
que significa “matéria prima queimada”, o que indica algum tipo de tratamento térmico

para se atingir as propriedades desejaveis desses materiais (Calister, 2002). S&o
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refratarias, policristalinas, geralmente inorganicas, incluindo os silicatos, 0xidos
metélicos, carbetos, sulfetos, etc (Park, 2002). Nos ultimos cem anos, inovacoes
tecnoldgicas no processo de fabricacdo de ceramicas tém possibilitado sua utilizagdo
como material de alta tecnologia (Park, 2002).

Bioceramicas

Nas ultimas décadas, o homem tem percebido que as cerdmicas e seus
compositos também podem ser utilizados como material de suporte ou substituicdo de
vérias partes do corpo, particularmente o tecido 6sseo, essas cerdmicas passaram a ser
denominadas bioceramicas (Park, 2002).

Os bioceramicos se destacam por serem mais biocompativeis que qualquer outro
biomaterial, apresentando como desvantagem a baixa resisténcia a fratura e auséncia de
ductilidade. Ceramicas constituidas de fosfato de calcio, silica, alumina, zircnia e
didxido de titdnio séo utilizados atualmente para véarias aplicagdes médicas devido a sua
interacdo positiva com os tecidos humanos (Habraken, 2007). Entre os bioceramicos
mais utilizados destacam-se a alumina (Al203), a zircbnia (ZrO2) e o0s materiais
fosfocélcicos (CaP), sendo os dois primeiros bioinertes e os fosfatos de célcio, em
grande parte bioativos.

Segundo Shikinami (1999), as bioceramicas podem ser divididas em trés
categorias: as bioinertes como a alumina e a zircénia; as de superficie bioativa, como as
hidroxiapatitas sinterizadas, bioglass; e as biorreabsorviveis, tais como as
hidroxiapatitas ndo calcinadas ou sinterizadas, a- ou p-tri-calcio fosfato (TCP),
octacélcio fosfato, etc (Shikinami, 1999).

Uma grande vantagem dos fosfatos de calcio, além da bioatividade, é a
semelhanga composicional com a fase mineral do tecido 6sseo. A maior parte dos
materiais fosfocalcicos utilizados na obtencdo de implantes 6sseos séo ortofosfatos de
célcio, sendo assim denominados por possuirem o grupo ortofosfato (PO4) na sua
composicéo (Silva, 2004).

Os ortofosfatos de célcio, em geral, podem ter bom desempenho como
biomateriais e desempenham um importante papel em processos quimicos in vivo e in
vitro, contudo a hidroxiapatita (HAp) é o fosfato de calcio (CaP) mais interessante para
as aplicacdes biomédicas devido a sua composi¢do similar ao tecido 6sseo. A Tabela
3-2 apresenta os principais CaPs divididos em duas categorias: CaPs obtidos por
precipitacdo em sistemas aquosos (baixas temperaturas) e CaPs obtidos por tratamentos

térmicos (temperaturas elevadas) (Santos, 2006; Junior, 2005; Silva, 2004;).
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Tabela 3-2 - Principais fosfatos de calcio utilizados como biomateriais e na biomineralizagéo.

Nome Férmula Razdo Ca/P Designacéo
Fosfato monocalcio anidro” Ca(H2P04)2 0,50 MCPA
Fosfato monocalcio monohidratado® Ca(H2P04)2.H20 0,50 MCPM
Fosfato dicélcio anidro, monetita® CaHPO4 1,00 DCPA
Fosfato dicalcio di-hidratado, brushita® CaHP0O4.2H20 1,00 DCPD
Fosfato octacalcico® Ca8(HP04)2(P04)4.5H20 1,33 ocCP
a-Fosfato tricalcico® a-Ca3(P0O4)2 1,50 o-TCP
B-Fosfato triclcico® B-Ca3(P0O4)2 1,50 B-TCP
Hidroxiapatita deficiente em calcio® Cal0-x(HPO4)x(P0O4)6-x(OH)2-x (0<x<1) 1,50-1,67 CDHA
Hidroxiapatita sinterizada” Cal0(PO4)6(0OH)2 1,67 HAP
Fosfato de célcio amorfo® Cax(PO4)y.nH20 1,20-2,20 ACP
Fosfato tetracalcio® Ca4(P04)20 2,00 TTCP

*Adaptacdo de (Santos, 2006; Junior, 2005; Silva, 2004;).
a Obtido por precipitagdo em meio aquoso a baixa temperatura
b Obtido por tratamento térmico a elevadas temperaturas

A seguir a hidroxiapatita serd descrita com mais detalhes a respeito de suas
caracteristicas e propriedades, por ser o material utilizado nesse trabalho.
Hidroxiapatita

As cerdmicas de fosfato de célcio tém merecido lugar de destaque na &rea
médica por apresentarem auséncia de toxicidade local ou sistémica e auséncia de
respostas de corpo estranho ou inflamagdes por parte do tecido. Tal comportamento
positivo pode ser explicado pela natureza quimica destes materiais, 0s quais s&o
formados basicamente por ions calcio e fosfato que participam ativamente do equilibrio
idnico entre o fluido bioldgico e a cerdmica. As ceramicas de fosfato de célcio tém
propriedades osteocondutivas, ou seja, permitem a migracdo de células osteogénicas e o
consequente crescimento 6sseo na superficie e através dos poros do material (Kawachi
et al., 2000; Olivier et al., 2004).

Dentre as ceramicas de fosfato de célcio, a hidroxiapatita, Cajo (PO4)s (OH)a,
com razdo Ca/P igual a 1,67, por ser o principal componente presente na fase mineral
dos 0ssos é, sem duvida, a mais estudada e a mais utilizada para as finalidades clinicas.
E o material fosfocélcico mais estavel e menos solivel (Silva, 2004). Outros compostos
de célcio podem estar inclusos em pequenas quantidades na HAp, a citar o carbonato, o
fluoreto, o hidroxido e o citrato de calcio (Santos, 2006).

A hidroxiapatita natural ou bioldgica é geralmente cristalina, podendo em
menores quantidades apresentar-se na forma amorfa (Santos, 2006). Apesar de a Hap

cristalizar na forma monoclinica, € a estrutura hexagonal que predomina nos
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monocristais de Hap bioldgica devido a presenca de impurezas que promovem a
estabilidade desta fase (Silva, 2004).

Com base em suas propriedades quimicas e fisicas, provou-se que a Hap €
biocompativel e possui comportamento in vivo semelhante & hidroxiapatita bioldgica.
Sua biocompatibilidade e bioatividade s&o superiores a dos outros materiais
fosfocélcicos (Santos, 2006). Suas limitagdes clinicas podem ser justificadas pela lenta
biodegradacéo (4 a 5 anos ap6s o implante), caracteristica de suma importancia dos
materiais utilizados como implantes, cuja degradacdo permite a formagdo de novo
tecido 6sseo (Santos, 2006). Estudos efetuados por longos periodos de tempo tém
mostrado que a Hap comeca a ser reabsorvida gradualmente ap6s 4 ou 5 anos de
implantacdo (Kawachi et al., 2000). Apesar disso a Hap é amplamente utilizada em
revestimentos ortopédicos e implantes dentéarios, bem como na formulacéo de cimentos
fosfocélcicos (Silva, 2004).

No tecido 6sseo, a existéncia de cristais de fosfato de calcio, na forma da
hidroxiapatita, inseridos entre fibrilas de colageno permite que este tecido possua uma
alta rigidez e sirva como suporte para as partes moles e 6rgdos vitais do corpo. Diante
disso, a hidroxiapatita na forma particulada apresenta um grande potencial para ser
utilizada como um componente adicional em biomateriais poliméricos para
reconstrucdo de tecido Gsseo, permitindo que esses adquiram melhores propriedades
mecanicas.

Pesquisas tém sugerido que Hap sintética tem melhor papel osteocondutor se
apresentar composicdo, tamanho e morfologia semelhantes ao componente mineral do
0sso natural. Aléem disso, particulas de dimensdes nanométricas podem ter outras
propriedades especiais devido ao seu tamanho reduzido e sua vasta superficie
especifica, como por exemplo, melhorar a adesdo de proteinas e osteoblastos, quando
comparadas com as particulas de tamanho micrométrico. O tamanho das particulas de
Hap interfere com a capacidade de adsorc¢éo do implante que contém alta quantidade do
mineral (Shikinami, 2001; 2005). Webster et al (2000) mostrou aumentos significantes
na adsorcdo de proteinas e adesdo de fibroblastos sobre materiais cerdmicos de escala

nanomeétrica, comparado aos de escala micrométrica.

Tipos de hidroxiapatita e suas estruturas cristalinas
Podendo ser obtida tanto por precipitacdo (CDHA - hidroxiapatita deficiente em

célcio) quanto por tratamento térmico a temperaturas elevadas (Hap — hidroxiapatita
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sinterizada) a hidroxiapatita possui, em ambos os casos, estrutura hexagonal. A
estrutura hexagonal da Hap possui pardmetros de rede a=b=0,94182 nm e c= 0,68814
nm. A estrutura monoclinica sofre transicdo para estrutura hexagonal a temperaturas
superiores a 250°C (Junior, 2005). Estas modificacdes na rede cristalina sdo alcangadas
através da alteracdo de pardmetros experimentais, como a pressdo e a temperatura,
durante a preparacéo da Hap (Santos, 2006).

A hidroxiapatita precipitada (Caio-x(HPO4)x(PO4)s-x(OH)2x), pode ser ou ndo
estequiométrica, ou seja, apresentar razdo Ca/P de 1,67. A Hap estequiométrica possui
uma densidade de 3,219 g/cm® (Santos, 2006). Em geral a hidroxiapatita precipitada
apresenta razbes Ca/P entre 1,50 e 1,67 sendo assim chamada de hidroxiapatita
deficiente em célcio, CDHA (Santos, 2006; Junior, 2005). A dificuldade na obtencédo
de hidroxiapatita estequiométrica estd relacionada com as substituicGes atdmicas, que
ocorrem neste composto com grande facilidade. Quando sua precipitagéo € realizada em
meio aquoso sob atmosfera livre de CO2 a incorporagdo de carbonatos é evitada (Silva,
2004).

A hidroxiapatita sinterizada, (Cai0(PO4)s(OH)2), € obtida através de reacdes de
estado solido a partir de outros CaP, como a brushita e a monetita, com CaO, CaCOs ou
Ca(OH):2 & temperatura de 1200°C aproximadamente, em atmosfera com razdo H20/H2
igual a 1, sendo o vapor de &gua fonte de grupos OH (Junior, 2005).

A hidroxiapatita precipitada € geralmente menos cristalina que a sinterizada,
com cristais submicrométricos e elevada area superficial (100 vezes maior que a
sinterizada), o que lhe confere uma maior reatividade biologica (Junior, 2005). A
hidroxiapatita precipitada possui certo grau de substituicdo de ions e, por este fato, se
assemelha mais a hidroxiapatita bioldgica. A estrutura cristalina da Hap influencia
diretamente, por exemplo, na morfologia do material, cujas caracteristicas sdo
determinadas pelos estados de energia da superficie das faces dos cristais. A adsor¢éo
de fons e moléculas também estd correlacionada a estrutura cristalina, entre outros

fendmenos que ocorrem na superficie (Santos, 2006).

A célula unitéria da hidroxiapatita

A célula unitéria da estrutura hexagonal da Hap é constituida por 4 ions de
célcio posicionados nos sitios | (CA1) e 6 ions célcio em sitios 11 (Can). Os sitios |
(diametro de 2A) sdo alinhados em colunas, ja os sitios Il (didmetro de 3,5 A)

encontram-se nos vertices de triangulos equilateros formando um plano perpendicular a
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direcéo c. Esses diferentes sitios sdo formados a partir da disposicdo dos tetraedros dos
grupos PO4 que se dispde de tal forma que possibilitam a formagdo de dois canais
perpendiculares ao plano basal. Sdo nesses canais que ocorrem as distor¢des que
diferenciam a estrutura hexagonal da monoclinica (Santos, 2006).

A existéncia de dois sitios diferentes de ocupagdo dos ions célcio tem
consequéncias importantes nas propriedades e caracteristicas finais da Hap, ja que
influenciam na aceitacdo de impurezas catidnicas. Os atomos de célcio estdo
coordenados por 6 atomos de oxigénio de diferentes grupos de POa4 e estdo também
combinados com outros 3 4tomos de oxigénio mais distantes. Os atomos de célcio e
fésforo formam um arranjo hexagonal no plano perpendicular ao eixo de alta simetria.
Os triangulos equilateros formados pelos ions de célcio e oxigénio formam um
empilhamento ligado entre si por ions fosfato. Dois dos quatro &tomos de oxigénio do
grupo fosfato situam-se em planos paralelos a diregdo ¢, enquanto os outros dois
alinham-se nos planos perpendiculares a esta mesma dire¢do (Santos, 2006). A Figura

3-4 apresenta uma representacdo esquematica da estrutura da Hap.

column OH- ions

Figura 3-4 - llustracgéo de: (A) estrutura cristalina da Hap; (B) faces ac
ou bc da Hap; e (C) posicao dos ions OH em uma particula de Hap em
forma de agulha (Tanaka, 2002).

Em meio bioldgico, diferentes tipos de grupos funcionais em proteinas sdo

absorvidos nos diferentes planos dos cristais de Hap uma vez que a Hap mostra uma
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absor¢do natural anisotropica causada por sua estrutura de cristal hexagonal. Por
exemplo, o plano —c da Hap é o sitio de absor¢do para aminoacidos em uma proteina, e
para ions sédio em solugdes tampéo, onde o acido fosférico é principalmente ocupado
no cristal. Por outro lado, os planos a e b sdo o sitio de absorcdo para 0s grupos
carboxila em proteinas e para os ions de &cido fosfdrico nas solu¢des tampéo onde o
célcio é principalmente ocupado no cristal. Esta natureza anisotropica é indispensavel
para 0 aumento da capacidade de absorcdo e da bioatividade na superficie de
biomateriais e absorventes. A hidroxiapatita é também utilizada como material
absorvente na cromatografia liquida devido a sua alta absor¢do de proteinas (lwai,
2006).

O alinhamento do cristal da Hap tem sido investigado por varios métodos como
slip casting under a static high-magnetic field, self-organized between Hap and
collagen, hydrolysis reaction process and pulse current pressure sintering. Esses
processos sao complicados e ndo € facil obter o alinhamento dos cristais utilizando esses
metodos (lwai, 2006).

Apatitas bioldgicas presentes no 0sso, dentina e esmalte naturais contém
diferentes quantidades de carbonato: 7,4, 5,6 e 3,5% do peso, respectivamente. A apatita
carbonatada sintética, tem sido classificada como tipo A ou B dependendo do modo de
substituicdo dos fons carbonato. A substituicdo do grupo OH™ pelo COs? é classificada
como tipo A e a substituicdo do PO,* é classificada como tipo B. As apatitas bioldgicas
sdo principalmente do tipo B. Em alguns métodos de preparacdo de pos sintéticos por
via Umida podem ocorrer as duas substituicdes, gerando uma apatita tipo AB. Entre
vérias biocerdmicas baseadas em hidroxiapatitas, a Hap carbonatada parece ser um
material biorreabsorvivel promissor para a substituicdo temporaria de 0sso. A presenca
de COs® na estrutura da Hap influencia a sinterabilidade, a decomposicdo, a
solubilidade e reatividade bioldgica de materiais de implantacdo (Slésarczyk, 2005).

Hidroxiapatita carbonatada sintética, tem atraido a atencdo no campo da
engenharia de tecidos como material de enxerto Gsseo, gracas a sua excelente
bioatividade, biocompatibilidade e osteoconducdo, além de mostrar potencial aplicacdo

como agente de troca e adsorcédo de ions (He, 2007).

3.4.3 Compdsitos
Define-se como material composito aquele que € obtido pela mistura fisica de dois ou

mais materiais, imisciveis entre si, combinados para formar um novo material de
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engenharia Util com propriedades diferentes aos componentes puros, podendo ser
obtidos por combinagBes entre metais, cerdmicas ou polimeros (ASTM 3878, 1995).
Em geral, os materiais compositos sdo formados pela matriz, que é a fase continua e de
maior fracdo volumétrica da mistura, e a fase dispersa também chamada de reforgo. O
material obtido a partir da mistura geralmente apresenta qualidade melhor que os seus
elementos individualmente (Al-Qureshi, 2002).

As propriedades dos materiais compoésitos dependem em muito da sua estrutura, e
diferente dos materiais homogéneos, é possivel exercer um controle consideravel sobre
sua estrutura em larga escala, e acima de tudo sobre as propriedades desejadas. Essas
propriedades dependem da morfologia da heterogeneidade, da fracdo volumétrica de
cada material constituinte, e também da quantidade de interface de cada constituinte.
(Park, 2002).

As propriedades mecénicas dos compositos sdo fortemente dependentes do
reforco e da compatibilidade interfacial do sistema composito. Para polimeros
preenchidos com Hap particulada, o maior problema é a adesdo interfacial entre o
reforco e a matriz. A menos que a transferéncia de stress efetivo ocorra atraves das
interfaces, ndo é esperado que as propriedades mecéanicas atinjam valores Uteis. A
adesdo interfacial deve ser aumentada por meios quimicos e mecénicos. As
propriedades mecénicas de materiais compositos preenchidos com particulados séo
dependentes de varios fatores entre eles, quantidade do particulado, forma, tamanho,
distribuicdo do tamanho e razdo de aspecto (Cheang, 2003).

Compositos biodegradaveis de polimero/cerdmica sdo materiais promissores para

enxertos 6sseos e vem sendo extensivamente investigados (Stylios, 2007).

PLLA/HA

Implantes compositos de polimeros/cerdmicas assemelham-se ao 0sso natural
em alguns aspectos. O 0sso natural é composto de material inorganico (principalmente
cristais nanométricos de hidroxiapatita), e componentes organicos (principalmente
colageno). A escala nanométrica das particulas de Hap presentes no 0sso tem um papel
importante nas suas propriedades mecénicas (Kokubo, 2003).

Os compdsitos mais amplamente estudados, utilizam materiais baseados em
hidroxiapatita. Podem ser utilizadas tanto a Hap estequiomérica, quanto a carbonatada,
que apresenta ions de carbonato substituindo parcialmente os fons hidroxila, pois

apresentam boa osteocondutividade quando porosas e acredita-se que auxiliam na



35

formacdo do osso in vivo. Entretanto devido a baixa tenacidade a fratura e alto mddulo
de elasticidade, sua utilizagdo se torna mais interessante quando combinada com um
material ddctil menos fragil, formando compdsitos orgénico/inorganico. Nesse caso
geralmente combina-se a Hap com polimeros baseados em éacido lactico e glicélico ou
poli(E-caprolactona) (Neuendorf, 2008).

Para Shikinami (1999), as combinaces entre particulas de Hap ndo sinterizada
com PLLA apresentam alta resisténcia mecanica, sdo totalmente reabsorviveis,
biocompativeis, bioativas, radiopacas, além de apresentarem taxa de degradacdo
compativel com a taxa de regeneracdo Ossea (Shikinami, 1999). Shikinami testou
placas e parafusos, em escala milimétrica, feitos de compositos a base de PLLA e Hap,
para utilizagdo em cirurgias craniofaciais e bucomaxilofaciais, e observou que estes séo
superiores ao PLLA puro do ponto de vista de resisténcia mecénica (Shikinami, 2001).

Wei (2004) observou que a utilizagdo de polimero puro, possibilitou a formacéo
de tecido d6sseo novo apenas na sua camada superficial, enquanto que o compdsito
(polimero/ceramica) suportou crescimento de células e formacédo de novo tecido 6sseo
por todo o seu volume. Além disso, a adigdo de Hap em matriz polimérica aumentou a
adsor¢do de proteinas e componentes da matriz extracelular e melhorou a uniformidade
do espalhamento das células. A adi¢do de Hap nanométrica (nHA) aumenta a adsorcdo
de proteina. Um estudo realizado por Wei demonstrou que a adsor¢do de proteinas em
implantes contendo nHA/PLLA 50-50 foi significativamente maior do que em
implantes de pHA/PLLA,; entretanto, quando a fracdo de Hap foi inferior a 50%, as
diferencas entre a adsorcdo de proteinas entre nHA e uHA incorporadas no implante
ndo foram estatisticamente significativas (Wei, 2004)

Miao (2008) testou misturas bifasicas de Hap/ TCP usadas como material para
fabricacdo de arcaboucos pelo método da réplica a partir de espumas de poliuretano.
Esses arcaboucos receberam infiltragdo e recobrimento de poli(acido lactico-co-
glicolico) (PLGA). A estrutura porosa apresentou tamanho de poro de 500 pm,
porosidade de 87%, com poros interconectados. Foi testada a resisténcia mecanica a
compressdo, e 0s resultados mostraram que a incorporagdo de PLGA aumenta
consideravelmente de 0,05-0,07 MPa nos arcabougos sem recobrimento, para 0,62-0,79
MPa nos arcabougos com recobrimento, e o resfriamento reduz essa resisténcia
drasticamente. A penetracdo de células tronco de medula dssea no interior dos
arcaboucos, e sua adesdo superficial também foram investigadas e os resultados foram
positivos (Miao, 2008).
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3.5 PROCESSOS DE FABRICAGCAO DE ARCABOUCOS

O desenvolvimento de novos processos, 0 aprimoramento dos processos ja
existentes, ou ainda a combinacdo desses processos vem sendo estudados por diversos
pesquisadores para fabricagho de arcabougos constituidos por materiais

biorreabsorviveis. A Tabela 3-3 apresenta alguns desses processos (Dingee, 2007).

Tabela 3-3 - Alguns processos estudados para fabricacdo de arcabougos biorreabsorviveis
(Gorni, 2001; Mikos e Temenoff, 2000 e Salgado et al., 2004; In. Dingee, 2007).

processo de fabricacdo etapas basicas
1. mistura de polimero com solvente para formar uma solucéo;
solvent casting/ 2. transporte da solugdo para o molde;
particulate leaching 3. disperséo de particulas formadoras de poros na solucao;
(evaporacéo de solvente/ 4. evaporagdo do solvente;
lixiviacdo de sal) 5. imersdo do material restante em um solvente adequado para
dissolver as particulas formadoras de poros.
1. mistura de polimero com solvente para formar uma solucéo;
emulsification/freeze- 2. adicdo de agua para formar uma emulséo;
drying 3. transporte da emulsdo para o molde;
(emulsificacdo/liofilizacdo) 4. resfriamento do molde em nitrogénio liquido;
5. liofilizagdo do material restante para remover a agua e o solvente.
L 1. mistura de polimero com solvente para formar uma solucéo;
liquid-liquid phase ~ "
- 2. transporte da solugdo para o molde;
separation h .
< 3. resfriamento do molde em uma temperatura abaixo da Tm do
(separacdo de fase | %0 de f f d f
liquido-liquido) solvente para promover a separagéo de fases, formando-se uma fase
rica e uma fase pobre em polimero;
4. vacuo para remocdo da fase pobre em polimero.
1. moldagem do polimero por compressdo a quente para obtencdo de
. um disco;
gas foaming . A )
(formagéio de espuma por 2. transporte do disco para uma camara;
¢ 45) P P 3. injecdo de gas (N, ou CO,) com alta pressao;
9 4. reducdo da pressdo interna da camara até se atingir a pressdo
atmosférica, permitindo a formagdo de poros pela expansdo do gas.
1. criagcdo de um modelo no programa CAD;
2. conversdo do modelo para um arquivo STL;
rapid prototyping 3. fatiamento, em finas camadas transversais, do modelo convertido;
(prototipagem rapida) 4. fabricagdo, camada por camada, do modelo fisico;
5. limpeza e acabamento do modelo fisico.
A fabricacdo , camada por camada, do modelo fisico pode ser realizada
por 3D printing, sinterizacdo seletiva a laser (SLS), FDM, entre outros.

3.6 O PROCESSO DE SINTERIZACAO

O processo de sinterizagéo consiste na transformagdo de um material particulado
em um objeto sélido a partir da contato entre as particulas. Em materiais particulados, o
processo de sinterizacdo ocorre simultaneamente entre varias particulas, gerando uma

rede interligada com certo grau de porosidade (Thimmler e Oberacker, 1993).
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O estudo da sinterizagdo consiste em relacionar o aspecto estrutural da peca
sinterizada (porosidade residual, fases presentes, tamanho médio de gréo e distribuicdo
de tamanho de gréo, homogeneidade estrutural, etc.) as caracteristicas dos pos utilizados
(tamanho médio e distribuicdo de tamanho de particulas), considerando também as
condigdes de sinterizagdo, tais como temperatura, tempo e atmosfera de sinterizagao.
Existem basicamente dois tipos de sinterizagdo, denominados sinterizagdo por fase
solida e sinterizacdo por fase liquida. Embora ambas atuem no sentido de densificar a
estrutura, os mecanismos que produzem tal densificacdo sdo totalmente distintos.
Quando uma massa de particulas de um ou mais componentes é aquecida sob
determinada atmosfera, diversos processos podem ocorrer, tais como dissolugdo e
reacao entre 0s constituintes e entre eles e a atmosfera, formacdo de novas fases, etc. A
sinterizagdo é apenas um dos processos possiveis. Para ocorrer cada um destes
processos é necessario que a energia livre total do sistema seja diminuida. O decréscimo
da energia € considerado como a forga motriz do processo (Silva, 1998).

Durante o processo de sinterizagdo, a unido das particulas pela formagdo de
necks ocorre atraves de um transporte de massa. Esse transporte de massa pode ocorrer

por meio de diferentes mecanismos ilustrados na Figura 3-5.

(@ (b)

Figura 3-5 - Sinterizacdo de um sistema de duas particulas esféricas. (a) crescimento de pescogo e
mecanismos de difusdo (1) do contorno de grao, por volume; (2) do contorno de grao, pelo
contorno de gréao; (3) da superficie, pela superficie e (4) da superficie, pelo volume. (b) crescimento
de pescogo com aproximacao de centro e parametros representativos: a é o raio da particula; h o
parametro de aproximacao; X e s, 0s raios principais de curvatura do pescogo.

Quando se trabalha com materiais particulados compactados, tem-se uma mistura de
particulas e poros, A fungdo da sinterizacdo é eliminar a curvatura na superficie desse
material. Cada particula possui uma tensdo inerente que direciona o fluxo de massa.

Essa tensdo é maior em particulas menores. A elevacdo da temperatura durante a
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sinterizagdo aumenta a movimentacdo de atomos e a tensdo direciona o fluxo
promovendo a ligacéo entre as particulas, juntamente com outras a¢des que removerdo a
curvatura na superficie do sistema sinterizado. Sendo assim dois fatores sdo importantes
para o transporte de massa na sinterizagdo, a tensdo na superficie da particula e a
mobilidade atbmica (German, 1996).

Na maioria dos polimeros o transporte de massa ocorre por sinterizacdo com
fase liquida, pelos mecanismos de fluxo viscoso e difusdo volumétrica
(Narkis e Rosenzweig, 1995). Adicionalmente, quando se trata de materiais
poliméricos o transporte de massa depende da massa molecular do polimero. Polimeros
de baixa massa molecular possuem menor comprimento de cadeia em relagdo aos
polimeros de alta massa molecular. Assim, polimeros de baixa massa molecular tendem
a apresentar maior taxa de transporte de massa, pois suas cadeias de menor
comprimento apresentam maior mobilidade, o que facilita o transporte dessas cadeias
dentro da estrutura polimérica.

A teoria da sinterizacdo preconiza que no caso de materiais Unicos, a
temperatura de sinterizagdo deve ser inferior & temperatura de fusdo do material.
Quando se misturam materiais com diferentes temperaturas de fuséo, essa definigdo fica
comprometida, pois o elemento com ponto de fusdo mais elevado compromete a
mobilidade atdmica do elemento com ponto de fusdo mais baixo funcionando como
obstaculo & movimentacdo dos atomos, consequentemente dificultando a formagéo dos
necks (German, 1996).

O processo de sinterizacdo de polimeros ou compoésitos polimero/cerdmica de
matriz polimérica tem sido utilizado em alguns estudos para a fabricagao de arcabougos.
Mizutani et al. (2005) em seu estudo, obteve arcabougos porosos fabricado pelo
processo de sinterizagdo na temperatura de 173°C durante 10 min. O PLLA utilizado,
com MM entre 180.000 g/mol e 220.000 g/mol e Tm de aproximadamente 177°C, foi
previamente preparado para adquirir a forma de fibras com faixa de comprimento entre
200 um e 800 um.
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4 MATERIAIS E METODOS

A proposta desse trabalho foi 0 desenvolvimento de uma rota de processamento
de materiais compoésitos polimero/cerdmica, para a construcdo de arcaboucos
biodegradaveis e biorreabsorviveis com a finalidade de utilizagdo como material de
substituicdo temporaria de tecido Osseo. Para a realizagdo desse trabalho foram

utilizados os seguintes materiais:

41 MATERIAIS

Polimero

Como matriz polimérica foi utilizado poli (L-&cido l4ctico) sintetizado e
fornecido pelo Centro de Ciéncias Médicas e Bioldgicas/PUC - Sorocaba SP, com MM
de 100.000 g/mol, faixa de tamanho de particula entre 1 mm e 4 mm e tamanho médio
de particula de 2,4 + 0,7 mm. Apresentou densidade medida por picnometria a hélio de
1,15g/cm?.

Ceramica

Foram utilizadas nesse trabalho como reforgo cerdmico a hidroxiapatita em duas
formas diferentes, particulas e fibras. A Hap na forma de particulas foi sintetizada e
fornecida pelo Grupo de BiomateriaisslUFSCar - S8o Carlos SP. As particulas de
hidroxiapatita apresentaram dimensdes nanomeétricas com formagéo de aglomerados de
dimensdes proximas a 5 pm. Tais aglomerados ocorrem em fungdo da alta energia de
superficie das nano particulas (Figura 4-1). A densidade foi medida por picnometria a
hélio e apresentou um valor de 2,24g/cm®. Esse valor encontra-se abaixo do valor
referido pela literatura, que é em torno de 3,219 g/cm® para a hidroxiapatita
estequiométrica Ca1o(PO4)sOH>.

A hidroxiapatita na forma de fibra foi sintetizada no Laboratério de Quimica
(QUITECH)/UFSC - Floriandpolis SC. Apresentou densidade medida por picnometria

a hélio de 2,77g/cm® e razdo de aspecto aproximada entre 30 e 40 (Figura 4-2).
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Figura 4-1 — Imagem das particulas de Hidroxiapatita obtidas por microscopia eletrénica de
varredura.
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Figura 4-2 - Imagem das fibras de Hidroxiapatita obtidas por microscopia eletronica de
varredura.

Tanto a hidroxiapatita na forma de particulas, quanto as fibras foram
caracterizadas por difragdo de raioX (DRX). A comparagdo com o DRX da

hidroxiapatita estequiométrica pode ser observada na Figura 4-3.
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Figura 4-3 - Gréficos ilustrando as DRX da hidroxiapatita estequiométrica, da hidroxiapatita na
forma de fibras e da hidroxiapatita na forma de particulas utilizadas nesse trabalho.

4.2 ORGANIZACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foi proposto como delineamento experimental para esse trabalho a utilizacéo de
trés categorias sendo que a primeira apresentou variagdo em trés niveis, a segunda em
dois niveis e a terceira em dois niveis, conforme descrito a seguir:

- concentracdo polimero/ceramica - foram adotadas as concentragdes 90/10,
80/20, 70/30.

- forma de apresentagéo da ceramica - foram utilizadas hidroxiapatitas na forma
de particulas nanométricas e na forma de fibras.

- tamanho de particula do polimero - foram escolhidas duas faixas
granulométricas, 106-212 um e 212-300 pm.

A partir da combinagéo dessas trés categorias foram definidas 12 amostras que
passaram a constituir o grupo de estudo. Cada amostra recebeu um codigo de
denominacéo conforme esquematizado na Tabela 4-1. Esse codigo foi utilizado para a

identificagdo das amostras em todas as etapas do experimento.
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Tabela 4-1 - Organizacao do grupo experimental.

GRUPO DE ESTUDO

Concentragdo PLLA/HA (%) HA particulas HA fibras
PLLA106-212 pm | PLLA212-300 pm | PLLA106-212 pm | PLLA212-300 pm
90/10 EG FG EW FW
80/20 HG IG HW w
70/30 KG LG KW LW

4.3 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

O PLLA foi inicialmente moido usando um moedor marca CADENCE
MDR301. Ap6s o processo de moagem o PLLA foi peneirado em peneiras de aco inox
da marca A BRONZINOX obedecendo a ordem granulométrica de 300 um, 212 um,
106 um. Os pds obtidos foram separados nas faixas de tamanho 106-212 pm e 212-300
um e armazenados em dessecador.

As duas formas de hidroxiapatitas utilizadas no experimento ndo receberam
qualquer tratamento prévio, sendo misturadas ao polimero na forma em que foram
adquiridas.

A preparagdo das amostras iniciou com a pesagem das partes envolvidas na
mistura (polimero/cerdmica), nas propor¢Ges maéssicas definidas anteriormente. As
amostras foram preparadas com massa inicial total de 50 mg. A pesagem dos pos foi
feita em uma balanca analitica da marca GEHAKA AG 200 com precisdo de 10 “ g.

Todas as amostras ap06s a pesagem foram depositadas em um bequer e passaram
por um processo de mistura por diluicdo em alcool isopropilico e agitacdo por ultra-
som. Esse procedimento apresentava como objetivo, promover a desaglomeragdo e a
homogeneizacdo dos po6s da mistura. A diluicdo em &lcool isopropilico, ocorreu na
proporcdo de 30mg de compdsito para 1 ml de alcool. Essa dispersdo foi submetida a
agitagdo por ultra-som durante 30 minutos e posteriormente seca em temperatura
ambiente.

Apos a secagem, o po a ser sinterizado foi depositado em molde bipartido de
aluminio confeccionado no laboratério USICON/UFSC especialmente para esse
experimento. Esse molde apresentava trés orificios cilindricos com 3mm de didmetro e
20mm de altura.O orificio central era usado para a colocacdo da mistura e 0s outros

dois laterais para colocacdo de termopares a fim de garantir o controle da temperatura
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durante o processo de sinterizacdo (Figura 4-4). A superficie interna do molde recebeu
um tratamento antiaderente para facilitar a retirada dos corpos de prova do molde apés a
sinterizacao.

Apbs a colocacgdo do p6é no molde, 0 mesmo era submetido a um procedimento
padronizado de acomodagdo da mistura no compartimento do molde. Esse
procedimento consistia em deslizar o molde em um cilindro macigo de ago inox, liso e
polido, com didmetro de 0,5mm. Ao final do deslizamento o molde era solto e atingia a
superficie plana onde estava apoiado o cilindro. Tal deslizamento era repetido por 13
vezes. Apds esse procedimento, a amostra ainda sofria uma leve compactagdo dada pela
soltura em queda livre, no interior do orificio do molde que continha a amostra, de um
cilindro de ago inox, de massa definida e didmetro 2,5 mm. Esse procedimento era

repetido por 3 vezes. Todas as amostras receberam 0 mesmo tratamento antes de serem

submetidas a sinterizacao.

Figura 4-4 - Molde bipartido utilizado para sinterizacdo dos corpos de prova fabricados para o
experimento.

4.4 PROCESSO DE SINTERIZAGCAO

O processo de sinterizacdo foi realizado em um forno constituido de tijolo
refratario, com dimensfes externas de 95,5 x 130,0 x 110 mm, dimensdes internas: g=
37,25 mm h= 41,5 mm, com resisténcia elétrica interna para até 500 W de poténcia
(Figura 4-5). O referido forno foi projetado no Nucleo de Materiais Ceramicos e Vidros
(CERMAT) do Departamento de Engenharia Mecéanica/UFSC e fabricado pelo método
de prototipagem rapida por subtracdo de material. Essa fabricagdo foi realizada em uma
fresadora da marca ROLAND, modelo MDX-40. A ele foi acoplado controlador de
temperatura microprocessado da marca NOVUS, modelo N480D, com entrada para

termopares.
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Figura 4-5 - Forno projetado e fabricado no Ndcleo de Materiais Ceramicos e Vidros (CERMAT)
do Departamento de Engenharia Mecanica/UFSC.

Para garantir a padronizacdo dos corpos de prova produzidos foi criado um
padrdo minimo de qualidade que cada corpo de prova deveria apresentar apds a
sinterizagdo. O padrdo minimo era atingido quando alguns requisitos basicos fossem
alcancados. Esses requisitos serviam para incluir ou excluir o corpo de prova do grupo
de estudo. Séo eles:

- friabilidade reduzida

- auséncia de retracdo dimensional

- resisténcia mecénica minima para manuseio.

Caso o corpo de prova sinterizado ndo atendesse a todos os requisitos listados acima,
era automaticamente excluido do grupo de estudo.

Apobs o término do processo, foram obtidos corpos de prova cilindricos com
dimensbes médias em torno de 3mm de didmetro e 9mm de altura.

Para a caracterizagdo de cada amostra estudada utilizou-se 5 corpos de prova.
Portanto como o grupo de estudo foi composto por 12 amostras, foram sinterizados 60

corpos de prova.

45 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

A caracterizagdo da microestrutura foi realizada utilizando-se microscopio

eletrénico de varredura (MEV) da marca PHILIPS, modelo XL30. Os corpos de prova
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foram resfriados em nitrogénio liquido, fraturados por flexdo e recobertos com ouro na
superficie e na seccéo de fratura.

Nessa andlise foram observados a morfologia dos poros de cada amostra, a
distribuicdo dos constituintes da mistura, e a formagdo dos necks caracteristicos do
processo de sinterizacdo.

O célculo da porosidade foi feito a partir da determinagdo da densidade do
material feita por picnometria a hélio, em equipamento da marca QUANTA
CHROMER, modelo MULTI PYCNOMETER que possibilitou calcular a densidade
tedrica do composito pela formula (1). A densidade aparente da amostra calculada pela

formula (2). A partir desses dois valores foi calculada a porosidade pela formula (3).

1
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A massa dos corpos de prova ap6s a sinterizagdo foi obtida por pesagem na
mesma balanca utilizada para pesagem dos pos antes da sinterizacdo. Foram realizadas
trés medidas de massa, e utilizada a média aritmética para o calculo da densidade
aparente.

Quanto ao volume dos corpos de prova, como ndo se tratava de um cilindro
perfeito, foram realizadas medidas do didmetro em trés regides diferentes, nas duas
extremidades e no centro do corpo de prova, utilizando-se um paquimetro digital. Em
cada uma dessas regides eram realizadas trés medigdes de diametro girando-se a peca

no paquimetro e calculada a média aritmética das medidas obtidas em cada regido. A



46

media das medidas de cada regido era anotada e ao final era calculada a média das
medias obtidas; esse valor foi adotado como sendo o volume a ser utilizado no célculo
da densidade aparente do corpo de prova.

Quanto a resisténcia mecénica, por apresentar estrutura porosa, foi escolhido
ensaio mecanico de compressdo como forma de verificagdo de possiveis diferencas
entre as diferentes amostras estudadas.

Para a realizagdo desse ensaio, 0s corpos de prova tiveram suas dimensdes
adequadas as necessidades do teste. A altura foi definida como o dobro do diametro, a
fim de se evitar deformagdes em flexdo durante a realizagdo do ensaio. Como néo foi
encontrada uma norma especifica para o material estudado, foi realizada uma adaptacéo
da norma ASTMG695, utilizada por Dingee (2007) em trabalhos anteriores. A velocidade
de realizagdo do teste foi de 1,3 mm/minuto. As pecgas foram levadas entdo ao
laboratério de ensaios mecénicos (CERMAT/UFSC) e ensaiadas em uma maquina

universal de ensaios EMIC DL 2000, com uma célula de carga de 500N.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 O PROCESSO DE SINTERIZACAO

Foram sinterizadas nesse trabalho 12 tipos diferentes de amostras onde variaram
a concentracdo maéssica dos componentes, o tamanho da particula polimérica e a forma
da ceramica. Foram utilizadas 3 propor¢Bes massicas diferentes de PLLA/Hap, sendo
90/10, 80/20, 70/30, duas faixas granulométricas de particulas da matriz de PLLA (106-
212 pm e 212-300 um), e foram utilizadas duas formas de Hap, nanoparticulas e fibras.

Tendo em vista 0 objetivo desse trabalho, que era a obtencédo de arcabougos
porosos, o processo de sinterizagdo deveria produzir a unido das particulas, apenas pela
formacdo de necks entre os granulos do polimero, sem maior crescimento desses necks,
que promoveria a densificagcdo dos corpos de prova sinterizados, e consequentemente a
reducdo de porosidade. Sendo assim, todas as amostras que fizeram parte do grupo de
estudo atenderam aos critérios de inclusdo que foram elencados no capitulo de materiais
e métodos, ou seja, a amostra somente era considerada adequada quando apresentava
friabilidade reduzida, auséncia de reducdo dimensional e resisténcia mecénica suficiente
para ser manuseada.

Para identificar a temperatura de sinterizagdo de cada amostra estudada, foram
realizados testes com diferentes valores a partir do valor da temperatura de fusdo do
polimero, obtida por meio de analise térmica diferencial (ATD) que foi de 181°C. A
faixa de valores testada foi de 180-187°C.

Para a obtencdo da taxa de aquecimento que apresentasse melhores resultados
para a totalidade das amostras estudadas, foram selecionadas as amostras com menor
tamanho de particula polimérica e menor concentracdo ceramica, e as amostras com
maior tamanho de particulas poliméricas e maior concentragdo cerdmica, ou seja,
amostras que compunham os dois extremos do grupo de estudo; ambas foram testadas
em 3 valores pré-estabelecidos com base nos estudos realizados por Dingge (2007), que
foram 10, 15, 20°C/minuto. Foram realizadas sinterizagdes dessas amostras em
diferentes temperaturas no intervalo acima citado. Para que tanto a temperatura e a taxa
de aquecimento fossem consideradas validas, o processo deveria apresentar uma
repetibilidade minima de 3 amostras sinterizadas. A taxa de aquecimento que mostrou
melhores resultados foi a taxa de 20 °C/minuto, pois possibilitou a sinterizagdo de todas

as amostras dentro dos critérios de inclusdo citados acima. As outras taxas testadas nio
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possibilitaram a sinterizacdo da totalidade das amostras estudadas, e portanto foram
descartadas.

Uma vez definida a taxa de aquecimento, para cada temperatura no intervalo de
180-187°C foram realizadas no minimo 3 sinterizagdes de cada amostra estudada. A
faixa de temperatura de sinterizagdo que se mostrou mais eficiente para o grupo das
amostras estudadas ficou entre 184-187°C. Foi escolhido o valor de 185°C como
referéncia, por ser essa a Unica temperatura capaz de produzir corpos de prova de todos
os tipos de amostras estudadas, dentro dos critérios estabelecidos acima.

A partir da definicdo dos parametros taxa de aquecimento e temperatura, 0
processo de sinterizacdo passou a ser realizado para definir-se o tempo de programagéo
isotérmica mais adequado para cada amostra individualmente.

Os testes iniciaram com o tempo de um minuto para a amostra com PLLA/Hap
90/10 de relagdo méssica, menor tamanho de particula polimérica e nanoparticulas de
Hap. Novamente foi considerado tempo adequado, o valor minimo testado e capaz de
sinterizar dentro dos critérios de qualidade elencados anteriormente no minimo 3
amostras.

As amostras com menor concentracdo de cerdmica e menor tamanho de particula
polimérica foram as primeiras a terem seus tempos de programacdo isotérmica
definidos. A partir delas, as outras amostras foram sendo testadas com tempos
crescentes em virtude de apresentarem maior concentracdo de ceramica na mistura.
Todas as amostras tiveram seus tempos definidos somente quando apresentaram
repetibilidade de 3 sinterizagcOes exatamente iguais, ou seja, mesmo procedimento de
preparo da amostra no molde e mesmas condig¢des de sinterizacdo no que diz respeito
aos parametros de taxa de aquecimento, temperatura de programagao isotérmica e
tempo de programacdo isotérmica.

Vale ressaltar que em momento algum buscou-se nesse trabalho a definicdo de
uma rota de processamento com valores fixos ideais para o composito. A proposta foi
criar uma rota capaz de sinterizar compdsitos com diferentes concentraces de cargas
ceramicas e diferentes tamanhos de particulas poliméricas, para obtencdo de arcaboucos
porosos, e com resisténcia mecéanica adequada para possivel implantacdo em tecido
0sseo. Para alcancar esse objetivo, 0os parametros de sinterizacdo foram trabalhados e
estabelecidos de modo a se garantir maior reprodutibilidade no processo. Sendo assim, a
ltima varidvel a ser estabelecida para cada tipo de amostra estudada, foi o tempo

minimo de programacdo isotérmica necessario para a sinterizacdo capaz de produzir
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corpos de prova das 12 amostras estudadas, dentro dos critérios incluséo ja citados. Os

valores estabelecidos para cada amostra encontram-se descritos na Tabela 5-1.

Tabela 5-1-Valores do tempo de programagcéo isotérmica (T=185 °C) minimo para as amostras

estudadas.

Concentracdo PLLA/HA (%)

TEMPO DE PROGRAMACAO ISOTERMICA (minutos)

HA particulas

HA fibras

PLLA106-212 pm ‘ PLLA212-300 pm

PLLA106-212 pm ‘ PLLA212-300 pm

90/10 04 13 01 03
80/20 16 34 04 08
70/30 46 85 12 21

Os valores listados na tabela acima foram plotados em um grafico para facilitar a

visualizagdo da variabilidade crescente dos resultados obtidos.
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Figura 5-1 - Diferentes tempos de programacao isotérmica para os diferentes grupos estudados.

Particulas sinterizam por eventos que ocorrem em nivel atbmico. Dois fatores

fundamentais conduzem o processo de sinterizagdo, que sdo a mobilidade atémica e a

energia de superficie das particulas. Quanto maior a energia de superficie, maior a

interacdo entre as particulas em contato durante o tratamento térmico, potencializando

assim a formacdo dos necks de sinterizagdo. Nesse trabalho foram utilizados dois

tamanhos de particulas para o PLLA a fim de observar a interferéncia que os mesmos

exerceriam no processo de sinterizacdo. Os valores de programacdo isotérmica

encontrados para as amostras estudadas confirmam esse fato. A tabela mostra que a

matriz polimérica com maior tamanho de particula necessitou de um tempo maior para

completar o processo de sinterizacdo. Tal fato era esperado em fungdo da menor energia
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de superficie das particulas envolvidas. J& as particulas de menor tamanho
consequentemente maior area superficial, sinterizaram mais rapidamente, pois
necessitaram de uma quantidade menor de energia para desencadear a formagéo dos
necks.

Materiais puros constituidos de um unico componente apresentam caracteristicas
préprias que definem suas propriedades nas suas diferentes fases. Ao se combinarem
materiais, as diferengas entre as caracteristicas de cada um mudam o comportamento
desses materiais durante o processamento. A presenca de um material de natureza
diferente do PLLA, no caso a hidroxiapatita, interferiu no processo de sinterizacdo, uma
vez que ao misturar-se apenas fisicamente com o polimero, a cerdmica permaneceu
interposta entre as particulas poliméricas dificultando assim o contato entre elas,
consequentemente o desencadeamento do processo de sinterizagéo.

Com relacdo & variacdo na concentracdo de cerdmica, com 0 aumento da
quantidade de Hap aumentou a area de recobrimento da particula de polimero, devido a
existéncia de uma grande diferenca de tamanho de particula entre os dois materiais.
Esse recobrimento diminuiu a &rea disponivel na superficie do polimero para a
formac&o dos necks de sinterizagdo. Isso ndo impediu, mas retardou significativamente
0 processo de sinterizagao.

Com relacdo ao processamento de amostras compdsitas onde a hidroxiapatita
utilizada se encontrava na forma de fibras, o que se obteve foram tempos de
programacdo isotérmica inferiores aos obtidos para sinterizacdo utilizando Hap na
forma de particulas, independente da concentragdo méassica das mesmas.

Observou-se ainda que no caso da utilizacdo de fibras como componente
ceramico, tanto para particulas poliméricas com granulagdes maiores como para aquelas
com granulagdes menores, houve uma reducéo de aproximadamente 4 vezes no tempo
de programacéo isotérmica quando comparados com o tempo necessario para sinterizar
as amostras que utilizaram a Hap na forma de particulas, o que indica que as fibras de
Hap, ndo ofereceram o mesmo obstéculo ao processo, como as particulas.

Tanto as particulas de Hap quanto as fibras formaram aglomerados que se
depositaram sobre as particulas de PLLA e permaneceram inertes durante o processo de
sinterizagdo. O método adotado para mistura dos pds promoveu maior desaglomeragao
nas particulas de Hap que nas fibras. Nas amostras que utilizaram particulas, o
recobrimento na superficie do polimero foi mais homogéneo. As fibras se depositaram

de forma mais aglomerada, possibilitando a presenca de &reas puramente poliméricas
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facilitando o contato entre as particulas de PLLA, consequentemente a formacéo dos
necks de sinterizag&o.

A Figura 5-1 ilustra mais claramente a necessidade de maior quantidade de calor
necessaria para sinterizar cada grupo. Os tempos de programacao isotérmica registrados
indicaram que as fibras interferiram menos que as particulas na sinterizacdo do
polimero, que o aumento da concentracdo de ceramica aumentou o tempo de
sinterizacdo e que o maior tamanho das particulas poliméricas retardou o processo de

sinterizacao.

5.2 MICROESTRUTURA

A analise da microestrutura foi feita de forma qualitativa e foram avaliados e
comparados entre as 12 amostras estudadas 0s seguintes parametros:
- Tamanho do poro.

- Tamanho do neck.
- Interconectividade entre 0s poros.
- Interacéo entre as fases da mistura de PLLA/Hap.

Nesse trabalho, trés fatores que interferem com a microestrutura foram
estudados, a concentracdo das fases (PLLA/Hap), a forma de uma das fases, no caso o
tipo de hidroxiapatita (particulas ou fibras) e o tamanho de particula da fase sinterizada,
nesse caso o0 polimero PLLA. Todos influenciaram de forma significativa a
microestrutura das amostras sinterizadas.

As imagens mostradas nas Figura 5-2, Figura 5-3 e Figura 5-4 representam as
amostras compostas pelo PLLA na faixa granulométrica de 106-212um, concentragdes
massicas do compdsito PLLA/Hap de 90/10%, 80/20% e 70/30% respectivamente e as duas
formas de Hap, particulas (imagem superior) e fibras (imagem inferior).

As imagens mostradas nas Figura 5-5, Figura 5-6 e Figura 5-7 representam as
amostras compostas pelo PLLA na faixa granulométrica de 212-300 pum, concentragdes
massicas do compdsito PLLA/Hap de 90/10%, 80/20% e 70/30% respectivamente e as duas
formas de Hap, particulas (imagem superior) e fibras (imagem inferior).

Foi analisada a influéncia das variaveis concentragdo massica dos componentes
da mistura, forma da hidroxiapatita e tamanho da particula do PLLA na microestrutura

através da analise dos parametros elencados acima.
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Flgura 5-2 Imagem de mlcrosopla eletrénica de varredura das amostras com tamanho de
polimero 106-212um. Amostra EG-10%Hap particulas e EW-10%Hap fibras.
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Figura 5-3 Imagem de microscopia eletronica de varredura das amostras com tamanho de
polimero 106-212um. Amostra HG-20%Hap particulas e HW-20%Hap fibras.
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Figura 5-4 Imagem de microscopia eletronica de varredura das amostras com tamanho de
polimero 106-212um. Amostra KG-30%Hap particulas e KW-30%Hap fibras.
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Figura 5-5 Imagem de micoscopia eletrénica de varredura das amostras com tamanho de
polimero 212-300 um. Amostra FG-10%Hap particulas e FW-10%Hap fibras.
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Flgura 5-6 Imagem de microscopia eletrénica de varredura das amostras com tamanho de
polimero 212-300 um. Amostra 1G-20%Hap particulas e IW-20%Hap fibras.
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Figura 5-7 Imagem de microscopia eletronica e arredura das amostras com tamanho de
polimero 212-300 pm. Amostra 1G-20%Hap particulas e IW-20%Hap fibras.
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5.2.1 Concentragdo das fases (PLLA/Hap)

Ao se comparar as amostras que utilizaram diferentes concentragdes de ceramica,
independentemente da faixa de tamanho de polimero e da forma de hidroxiapatita, foi
possivel observar:

- nas amostras com 10% de Hap, os poros apresentaram formas bem definidas e
didmetro entre 200 e 400 um; os necks apresentaram didametro menor que o didmetro das
particulas de PLLA e mais alongados, a quantidade de cer&mica que recobriu a
superficie polimérica foi insuficiente para obstruir a formagdo dos necks; ndo houve
evidéncias de qualquer interacdo entre os dois materiais, a hidroxiapatita permanece
simplesmente depositada na superficie do polimero, sem penetrar no interior do mesmo.
(Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada. e Figura 5-5).

- nas amostras constituidas por 20% de Hap, foi possivel observar que o didmetro
dos poros diminuiu e o didmetro dos necks aumentou em relacéo as amostras com 10%
de Hap. Foi possivel identificar as regides de formag&o dos necks, embora 0s mesmos se
apresentassem mais espessos. A quantidade de ceramica presente nessas amostras
dificultou a formagdo de necks constituidos unicamente de polimero (Erro! Fonte de
referéncia nao encontrada. e Figura 5-6). Nas regides de fratura, apareceram areas de
maior interacdo polimero/cerdmica, principalmente proximas a superficie.

- nas amostras constituidas por 30% de Hap, os poros ndo apresentaram forma
regular sendo impossivel definir didmetros, ndo foi possivel identificar a presenca dos
necks. A grande quantidade de cerdmica recobrindo a superficie polimérica dificultou o
contato entre as particulas de PLLA. Essa dificuldade de contato impediu a formacéo
dos necks de didmetros reduzidos. Polimero e cerdmica se misturaram demonstrando
evidéncias de fusdo do PLLA (Figura 5-4 e Figura 5-7). As regibes de fratura
mostraram poucas &reas com polimero puro, localizadas no centro dessas regides (seta
amarela). Foi possivel observar que PLLA e Hap se misturaram homogeneamente da
periferia para o centro das regides de fratura (seta branca). Na maior parte dos corpos de

prova, o PLLA encontra-se recobrindo a hidroxiapatita.
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5.2.2 Forma da Hidroxiapatita

Todas as amostras que utilizaram Hap na forma de nanoparticulas apresentaram
boa sinterizacdo, e tempo de programacdo isotérmica crescente com 0 aumento da
concentracdo de Hap. Tal fato se justifica pela necessidade maior de calor para induzir a
formacé&o de necks nas amostras com maior quantidade de Hap.

Para as amostras que utilizaram Hap na forma de fibras, o tempo de programacao
isotérmica também aumentou com o aumento da concentracdo de Hap, indicando uma
necessidade crescente de calor para induzir a formagdo de necks nas amostras com
maior quantidade de fibras de Hap. No caso das fibras de Hap, os poros apresentaram
melhor definicdo de forma e didmetro quando comparadas as amostras que utilizaram
nanoparticulas. Os necks apresentaram-se melhor definidos, ou seja, com didmetro
menor que o didmetro das particulas de PLLA, quando comparados aos necks
produzidos nas amostras que utilizaram nanoparticulas. Essa melhor defini¢cdo dos necks
foi observada principalmente nas amostras com menor quantidade de cerdmica. Essas
diferencas foram observadas tanto para o conjunto de amostras que foram produzidas
com PLLA na faixa granulométrica de 106-212um (Erro! Fonte de referéncia néo
encontrada., Figura 5-3 e Figura 5-4) como naquelas que utilizaram o PLLA na faixa
de 212-300um (Figura 5-5, Figura 5-6 e Figura 5-7).

Tanto as amostras preparadas com fibras, como as amostras preparadas com
nanoparticulas de Hap foram submetidas ao mesmo procedimento de mistura e
homogeneizagdo entre as fases. Entretanto, as amostras preparadas com fibras de Hap
ndo apresentaram a mesma desaglomeracdo da fase cerdmica e homogeneidade na
distribuicdo entre as fases que as amostras preparadas co nanoparticulas de Hap. A ndo
desaglomeracéo das fibras de Hap contribuiu para maior quantidade de pontos de
contato entre as particulas poliméricas consequentemente maior facilidade de
sinterizacdo e formacao dos necks. Neste caso, a reducdo em cerca de 4 vezes do tempo
de programacdo isotérmica necessario para sinterizacdo das amostras que utilizaram
fibras, contribuiu para a forma e didmetro dos poros e dos necks nas amostras com
pouca quantidade de Hap. Essa dificuldade de desaglomerar as fibras dificultou o
recobrimento das fibras pelo polimero reduzindo a interacdo entre as fases dos materiais

nas amostras que utilizaram fibras.
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5.2.3 Tamanho de particulas do PLLA

A escolha do tamanho das particulas do PLLA teve como objetivo direcionar o
tamanho dos poros obtidos apds a sinterizacdo. Poros com didametro variando entre 100
e 300um, séo suficientes para possibilitar o transito de células e vasos, para favorecer a
adesdo celular e principalmente permitir a secrecdo de matriz extracelular. Poros com
essas dimensdes foram observados apenas nas amostras com 10% de Hap, independente
da forma utilizada, tanto para as amostras que utilizaram PLLA na faixa granulométrica
de 106-212um (Figura 5-2) como naquelas que utilizaram o PLLA na faixa de 212-
300um (Figura 5-5). Também foi possivel observar nas amostras com 20% de Hap na
forma de fibras (Figura 5-3 e Figura 5-6). Entretanto, ndo foi possivel apenas por
analise de MEV caracterizar o tamanho de poros de cada amostra estudada.

A microestrutura para materiais sinterizados é influenciada por pardmetros que
incluem tipo de material sinterizado, tamanho e forma das particulas a serem
sinterizadas, e em caso de compdsitos, a quantidade de cada fase bem como as conexdes
ou contatos entre as fases.

Somado a todos esses pardmetros, sabe-se que a porosidade é uma caracteristica
importantissima da microestrutura e que vai aléem do percentual de poros, incluindo
tamanho do poro, sua forma e distribuicdo, além de sua geometria. Ao se pensar em
porosidade para arcabougos (scaffolds) em engenharia de tecidos, deve-se considerar
ainda a necessidade da interconectividade entre os poros, ou seja, a estrutura porosa
deve apresentar poros abertos. A combinacdo de todos esses elementos, que
caracterizam a microestrutura do arcabougo, deve possibilitar ainda resisténcia
mecanica compativel com a necessidade tecidual local ao longo do tempo de
permanéncia do mesmo no corpo.

N&o se trata de simplesmente produzir um material com poros, varios requisitos
sdo fundamentais, quando se pretende que esses poros possibilitem a penetragdo de
células, que sofrerdo diferenciacdo celular nesse ambiente, e realizardo a secrecdo de
matriz extracelular capaz de se mineralizar e dar origem ao tecido 6sseo neoformado.
Todo esse processo deve ocorrer no interior dos poros, simultaneamente & degradacdo
do arcabougo, que nesses casos além de funcionar como suporte deve principalmente
atuar como condutor da migracéo celular. Para que tudo isso ocorra de forma eficaz, o
arcabouco deve apresentar boa distribuigdo de poros ao longo de sua estrutura. Os poros
devem apresentar tamanhos adequados a mobilidade celular, migracdo vascular e

sintese de matriz extracelular. Hoje a literatura preconiza que esses poros, para
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favorecer a regeneracdo do tecido 6sseo, devem apresentar tamanhos entre 100 e 500
pum; poros menores tendem a dificultar o transito celular e a penetragdo de vasos
sanguineos para a regido, dificultando também a secregdo da matriz extracelular, fungédo
primordial no caso da celula 6ssea. Poros maiores que 500 pm criam um espago vazio
muito grande que dificulta o contato das células com a superficie do poro e com vasos
podendo desencadear um processo de morte celular. Outro fator fundamental é a
interconectividade entre esses poros, que ndo deve ser inferior a 50um, uma vez que o
osteoblasto, principal célula secretora de matriz extracelular no processo de reparacdo
do tecido 6sseo, possui em média 30pum de didmetro.

Ao se analisar as imagens das 12 amostras estudadas foi possivel identificar que
algumas amostras apresentaram vantagens quanto aos parametros analisados. As
amostras com menor concentragdo de hidroxiapatita (10%) apresentaram poros com
formas mais definidas, necks com menor didmetro, boa interconectividade e
especialmente a amostra que usou nanoparticulas de Hap, apresentou recobrimento da
superficie polimérica com maior homogeneidade de distribui¢do da cerdmica. Esse fato
é importante de ser considerado quando se pretende inserir o scaffold em meio
bioldgico. A superficie do scaffold deve apresentar elementos que favorecam a interacéo
do implante com o meio no qual estd sendo implantado. A presenca da Hap distribuida
homogeneamente na superficie do scaffold pode vir a conferir a0 mesmo um caréter de

bioatividade favorecendo a interagéo entre 0 0sso e o implante.

5.3 POROSIDADE

Nesse trabalho a morfologia do poro foi discutida anteriormente no item de
microestrutura. A seguir serd feita apenas a discussdo da porosidade no que diz respeito
ao percentual de poros.

Para a analise da porosidade foram sinterizados 5 corpos de prova de cada
amostra constituindo um grupo de estudo composto por 60 corpos de prova. O
percentual de poros foi calculado conforme descrito no capitulo de materiais e métodos.

Para que um arcabougo possa ser utilizado como elemento de substitui¢éo
temporéria de tecido 6sseo, o percentual de poros ndo deve ser tdo baixo, que inviabilize
a migracéo e proliferacdo celular, nem téo alto que comprometa a resisténcia mecénica
do mesmo. O equilibrio entre essas duas propriedades deve ser controlado por meio do

processo de fabricacéo.
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Nesse trabalho foram definidos critérios para a sele¢do dos corpos de prova que
fariam parte do grupo de estudo (citados no capitulo de materiais e métodos). Foi
definido também um intervalo de percentual de poros aceitavel para os corpos de prova
que atendessem aos critérios de inclusdo preestabelecidos. Estipulou-se o intervalo entre
40 e 70% de porosidade como valor de referéncia. O valor de 40% foi definido como
limite minimo, pois em testes preliminares observou-se que corpos de prova com
porosidade abaixo desse valor apresentavam reducéo dimensional e, portanto deixavam
de atender um dos critérios de inclusdo estabelecidos nesse trabalho. Os corpos de
prova que apés os célculos, apresentaram porosidade menor ou igual a 40% foram
excluidos do estudo; da mesma forma os corpos de prova que apresentassem valores de
porosidade maiores que 70% ndo comporiam o0 grupo de estudo, pois a partir desse
valor o arcabougo pode ser considerado como material celular e ndo poroso. Todas as
amostras estudadas apresentaram porosidade variando entre 48 e 61%. Os valores da

porosidade média de cada amostra encontram-se na Tabela 5-2.

Tabela 5-2 -Valores de porosidade para cada amostra estudada e seus respectivos desvios padrao.

POROSIDADE (+-DP)
Concentracdo PLLA/HA
(%) PLLA106-212 ym | PLLA212-300 pm | PLLA106-212 pm ‘ PLLA 212-300 pm
HA particulas HA fibras
90/10 0,55 +-0,02 0,48 +-0,02 0,48 +-0,01 0,48 +-0,02
80/20 0,57 +-0,02 0,51 +-0,03 0,54 +.0,01 0,48 +-0,01
70/30 0,57 +-0,03 0,61 +-0,02 0,56 +-0,03 0,51 +- 0,04

Os dados receberam tratamento estatistico pelo método de anélise de variancia.
A anélise mostrou que a porosidade varia em funcdo da concentracdo de hidroxiapatita,
do tipo de hidroxiapatita (particula ou fibra), e do tamanho do polimero. Essas varidveis
apresentaram valor de p inferior a 0,000001 para a concentracéo de Hap e para o tipo de
Hap, e valor de p inferior a 0,00002 para a variavel tamanho de particula de PLLA.

Embora o aumento da concentracdo de Hap tenha aumentado o tempo de
programag&o isotermica no processo de sinterizacdo, esse aumento ndo foi suficiente
para produzir densificagdo com redugéo dimensional dos corpos de prova. As amostras
com maior concentragdo de Hap foram as que apresentaram maiores valores de
percentual de poros. Esse aumento aconteceu tanto para as amostras com Hap na forma
de particulas quanto para a Hap na forma de fibras. O gréfico da Figura 5-8 demonstra
esse fato. As amostras que utilizaram fibras de Hap apresentaram valores de percentual

de poros menores comparado aquelas que utilizaram particulas, e embora esse
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percentual aumente com o aumento da concentragdo de Hap, ainda assim as fibras

apresentam valores menores.
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Figura 5-8 - Variagéo da porosidade em funcdo da concentragdo de hidroxiapatita. Comparagéo
entre duas formas de Hap, particulas e fibras.

J& foi discutido anteriormente que as amostras que continham 30% de ceramica
necessitaram de maior tempo de sinterizagdo, principalmente aquelas que utilizaram
Hap na forma de particulas. Essas amostras apresentaram evidéncias de fusdo do
polimero e o envolvimento das particulas de Hap pelo polimero. Esse tempo prolongado
de sinterizacdo pode ter provocado além da fusdo a liberacdo de vapores, que ficaram
aprisionados no interior do corpo de prova em poros fechados. A dificuldade na
liberacdo desses vapores pode ter determinado o aumento do percentual de poros para
essas amostras. Entretanto, ndo foi possivel identificar esse tipo de porosidade na
analise por MEV.

O tamanho do polimero influenciou de forma significativa o percentual de poros
nas amostras estudadas. Particulas de maior tamanho possuem uma reatividade
superficial menor, que prolonga o tempo de sinterizagdo das mesmas. A quantidade de
Hap utilizada no processo de sinterizagdo influenciou o processo de forma a também
dificultar a sinterizacdo para cada tamanho de particula de PLLA. Embora nos dois
tamanhos de polimero o percentual de poros tenha aumentado com o aumento da
concentragdo de cerdmica, no caso das amostras com PLLA na faixa granulométrica de
106-212um essa tendéncia de aumento diminui & medida que se acrescenta Hap a

mistura. Para as amostras com PLLA na faixa granulométrica de 212-300um, a
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tendéncia de aumento cresce com o acréscimo de Hap. Observando os dados do gréfico
na Figura 5-9 pode-se perceber uma tendéncia de equivaléncia para as duas faixas de
tamanho de polimero, sugerindo que ap6s um determinado tempo de sinterizacdo foi a
quantidade de carga e ndo o tamanho de particula polimérica quem influenciou de forma

mais significativa o percentual de poros no material.
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Figura 5-9 - Variacdo da porosidade em funcdo da concentracgdo de hidroxiapatita. Comparagéo
entre dois tamanhos de PLLA.

5.4 PROPRIEDADES MECANICAS

Por se tratar de um material poroso optou-se somente pelo ensaio de compressdo
das pecas. Foram utilizados 4 corpos de prova de cada amostra estudada para a
realizacdo do ensaio. Cada corpo de prova foi cortado de forma que suas dimensdes
finais fossem de 6,0 mm de altura e 3 mm de didmetro, para evitar que as amostras
flambassem durante o ensaio. A fixagdo dos corpos de prova na maquina de ensaios foi
feita com a ajuda de cera odontoldgica.

Como se V& na Tabela 5-3, os resultados médios encontram-se dentro da faixa de
2-12MPa que coincide com os valores para 0 0sso trabecular. Entretanto os valores
elevados dos desvios padrdo encontrados em algumas analises demonstram que o
nimero de amostras utilizadas ndo foi suficiente para uma andlise estatistica mais

detalhada.
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Tabela 5-3 - Valores de resisténcia mecanica média para cada amostra estudada e seus respectivos
desvios padrao.

RESISTENCIA MECANICA (MPa:-DP)
Concentracédo PLLA/HA
(%) PLLA 106-212 pm | PLLA212-300 pm | PLLA 106-212 pm | PLLA 212-300 pm
HA particulas HA fibras
90/10 9,50+-5,06 11,24+.4,42 | 9,61+4,25 3,97+-1,54
80/20 2,08+:-1,53 5,84+:-3,96 1,73+:1,24 5,79+-1,53
70/30 4,26+:3,20 3,74+.0,27 7,16+.3,18 1,86+-1,64

Um arcabougo tem como principal fun¢do atuar como suporte estrutural no
preenchimento de falhas Osseas. Para tanto, deve apresentar caracteristicas que
conciliem porosidade capaz de garantir a fungdo celular, e resisténcia mecéanica
semelhante ao 0sso no qual foi inserido, minimizando assim a tensdo na interface entre
0 0ss0 e 0 implante.

Os maiores valores de resisténcia mecénica média foram obtidos com as
amostras que continham 10% de Hap. Exceto no caso da amostra constituida de 10% de
Hap na forma de fibra e PLLA com tamanho de particula na faixa de 212-300 um, que
apresentou maior valor para as amostras com 20% de ceramica. No caso das amostras
com polimero na faixa granulométrica de 106-212 pm ocorreu uma queda de valores
nas amostras com 20% de ceramica e um novo aumento nas amostras com 30%. 1sso
ocorreu tanto para as amostras que utilizaram Hap na forma de particulas, quanto
naquelas que utilizaram fibras.

A Figura 5-10 mostra que as amostras com PLLA na faixa de 106-212 um
apresentaram uma semelhanca maior entre os resultados para Hap na forma de
particulas e fibras. Essa semelhanga desapareceu para a concentracdo ceramica de 30%.
Nesse caso as fibras apresentaram resisténcia mecénica maior. No caso das amostras
com PLLA na faixa granulométrica de 212-300 um, essa semelhanga ocorre somente

quando a concentracdo cerdmica é de 20% (Figura 5-11).
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Figura 5-10 - Gréafico mostrando o comportamento mecanico das amostras com PLLA na faixa
granulométrica de 106-212 pm.
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Figura 5-11 - Gréafico mostrando o comportamento mecanico das amostras com PLLA na faixa
granulométrica de 212-300 pm.

Tanto nas amostras que utilizaram Hap na forma de particulas quanto naquelas que
utilizaram fibras, para as duas faixas granulométricas de PLLA, se forem consideradas
apenas as concentragdes extremas, ou seja, 10 e 30% de Hap, o que se observou foi uma
reducdo nos valores da resisténcia mecanica (Figura 5-12 e Figura 5-13).

Embora os resultados apresentem uma alta dispersdo, em todas as amostras
testadas ficou evidente o fato de que a Hap nas concentragdes utilizadas nesse trabalho

ndo funcionou como reforgo para a matriz melhorando suas propriedades. A Hap por
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permanecer inerte no processamento ndo realizou ligagbes com o PLLA capazes de
melhorar as propriedades mecanicas do material. O aumento da porosidade nas amostras
com maior concentragdo cerdmica também contribuiu para a reducdo da resisténcia

mecanica nas mesmas.
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Figura 5-12 - Gréafico mostrando o comportamento mecanico das amostras com Hap na forma de
particulas.
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Figura 5-13 - Grafico mostrando o comportamento mecanico das amostras com Hap na forma de
fibras.
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O PLLA é um polimero biocompativel, biodegradavel e biorreabsorvivel.
Dependendo do arranjo de sua estrutura pode apresentar-se na forma amorfa ou
semicristalina. O peso molecular e o grau de cristalinidade interferem diretamente com
a sua degradabilidade. Sua degradagdo € do tipo heterogénea, ou seja, acontece tanto da
superficie para o interior, como do interior para a superficie. Ao se degradar, o0 PLLA
inicialmente sofre hidrolise na superficie liberando pequenos oligdmeros, que daréo
origem a mondmeros de acido lactico, que serdo reabsorvidos e incorporados ao
metabolismo celular. Entretanto, massas muito densas desse polimero tendem a sofrer
degradacdo interna, acumulando &cido lactico, que agira como catalisador da cadeia
polimérica acelerando a degradacdo de dentro para fora. Quando esse &cido l4ctico
acumulado internamente alcanga 0 meio externo, ocorre uma reducdo temporaria no pH
desse meio. No corpo humano, esse fato pode provocar reagdes indesejaveis como
respostas inflamatorias locais exacerbadas. Esses fatos ja foram devidamente descritos
no capitulo de revisdo Bibliogréfica. Nesse sentido, com o objetivo de evitar a presenca
de regibes com alta concentracdo de PLLA puro, deve-se utiliza-lo preferencialmente
associado a outros biomateriais.

Também é sabido e foi descrito na revisdo bibliogréafica que a hidroxiapatita com
razdo Ca/P 1,67 apresenta estrutura altamente cristalina e consequentemente baixa
degradabilidade. A hidroxiapatita € o material mais estavel e menos solGvel no corpo
humano dentre os fosfatos de célcio. Pode levar até 4 anos para que a Hap altamente
cristalina seja degradada totalmente quando colocada in vivo. Tais caracteristicas podem
impedir ou diminuir a regeneragdo do tecido 6sseo quando diante de um implante dessa
natureza. Para arcaboucos de substituicdo temporéria de tecido 0sseo, espera-se uma
cinética de degradacdo compativel com a de formagdo do referido tecido. Assim, é
desejavel que o material substituinte dos 0ssos apresente certa solubilidade que permita
esta regeneragao, o que pode ser conseguido com uma hidroxiapatita carbonatada.

Estudos recentes in vivo mostram que a taxa de dissolucdo de hidroxiapatita
carbonatada sinterizada é intermediaria entre a hidroxiapatita pura, que apresenta a
menor taxa entre elas, e 0 TCP-f que possui a maior taxa (Shu, 2005).

Nesse trabalho foram combinadas varias possibilidades de misturas entre o
PLLA e a hidroxiapatita ndo estequiométrica, submetidas ao processo de sinterizagao,

para posterior anélise de suas propriedades.
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Dentro das amostras estudadas, buscou-se identificar aquelas que pudessem
alcancar propriedades que justificassem um futuro estudo in vivo. Nesse sentido, ndo os
melhores valores para cada propriedade estudada, mas a melhor combinagéo de valores
foi analisada.

Sabe-se que um arcabougo ndo deve apresentar grandes concentrages de PLLA
puro, pois sua degradacéo pode levar a acidificacdo do meio e desencadear respostas
indesejaveis. Sendo assim é preciso que o PLLA se misture com a hidroxiapatita ao
longo do arcabougo para que durante a degradacéo, a liberagdo simultanea da Hap e do
acido lactico evite a redugdo do pH. Essa homogeneidade na mistura dos dois
componentes foi observada nas amostras com 30% de nanoparticulas de Hap.

Sabe-se que a porosidade, que vai além do percentual de poros, deve possibilitar
migracdo celular e secregdo de matriz extracelular, e esses eventos devem ocorrer
concomitantes com a degradacdo do arcabougo. Para isso sd0 necessarios poros
interconectados e de tamanho compativel com o metabolismo celular. As amostras
contendo 10% de Hap na forma de particulas apresentaram essas caracteristicas, bem
como as que continham 20% de Hap na forma de fibras.

Por fim, o arcabougo deve garantir suporte estrutural, enquanto a matriz
extracelular ndo esta mineralizada o suficiente para fazé-lo. Apesar das dificuldades na
realizacdo dos testes, a grande maioria das amostras apresentou resisténcia mecénica
compativel com as encontradas no 0sso trabecular.

Dessa forma, considerando todas as necessidades revistas acima e analisando o
conjunto de amostras estudadas, foi possivel identificar nas amostras que utilizaram
PLLA na faixa granulométrica de 106-212 pum, hidroxiapatita na forma de particulas e
nas concentracdes de 10 e 30% de Hap, a combinacéo de fatores que justificariam a
continuidade das investigagdes para utilizagdo como arcabougos de substituicdo

temporaria de tecido 6sseo.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho mostrou que é possivel produzir arcabougos porosos pelo processo
de sinterizagdo, utilizando-se o compdsito de PLLA/Hap.

O tempo de sinterizagdo, a porosidade e a resisténcia mecanica dos arcabougos
variaram de acordo com a concentragdo e a morfologia de cada fase presente no
composito.

A Hap, na forma de particulas, recobriu a superficie do polimero diminuindo a
area de contato entre as particulas aumentando o tempo de sinterizacdo. Esse resultado
pode ser explicado pela diferenca de dimensbes entre as particulas — as particulas
cerdmicas sdo duas ordens de grandeza menor em relacdo as poliméricas. Os
compositos preparados com Hap na forma de fibras sinterizaram em % do tempo dos
compositos preparados com Hap na forma de particula, pois apesar da diferenca nas
dimensdes, ndo apresentaram a mesma homogeneidade no recobrimento do polimero.

Os compdsitos preparados com 10% de Hap na forma de particulas ou fibras,
bem como os preparados com 20% de Hap na forma de fibras apresentaram uma
estrutura porosa bem definida, com poros interconectados e didmetro entre 200 e 300
micrometros. Porém os compdsitos preparados com 20% de Hap na forma de particulas
e 0s preparados com 30% de Hap na forma de fibra ou particulas ndo apresentaram a
mesma definigao.

O aumento da concentragdo de Hap produziu um aumento no didmetro dos necks
e redugdo no tamanho dos poros. Além desse fato, os compdsitos preparados com 30%
de Hap na forma de particulas apresentaram regides homogéneas, com total
envolvimento da cerdmica pelo polimero.

Amostras produzidas com maior concentracdo de particulas de Hap
apresentaram maior percentual de poros. Esse fato é devido ao tempo de sinterizagéo. O
tempo prolongado de sinterizacdo pode ter provocado a liberagdo de gases devido a
fuséo do polimero em algumas regides. A dificuldade em liberar esses gases deu origem
a poros aumentando o0 seu percentual.

A resisténcia mecénica diminuiu com o aumento da concentragdo de Hap, tanto
na forma de particula como de fibra. Observando a zona de fratura dos compoésitos
verificou-se que os compositos preparados com 30% de Hap na forma de particulas

apresentaram uma boa homogeneizagdo. Entretanto a provavel auséncia de interacdo



71

quimica entre as fases, apesar da melhora na homogeneizagdo ndo provocou melhora
nas propriedades mecanicas.

Apesar da Hap adicionada aos compositos ter reduzido a resisténcia mecanica a
compressdo, a grande maioria dos compdsitos apresentou resisténcia compativel com o
tecido 0sseo trabecular.

Analisando estes resultados observa-se que o0s compositos preparados com
PLLA na faixa de 106-212um e 10 ou 30% de Hap na forma de particulas apresentaram
propriedades que justificariam a continuidade dos estudos para possivel utilizagdo em

engenharia de tecido sseo.
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7 SUGESTOES

- Tesar outras formas de desaglomerar as fibras de Hidroxiapatita.

- Estudar a utilizacdo de possiveis agentes de ligacdo entre o PLLA e a
Hidroxiapatita para melhorar as propriedades mecénicas do compadsito.

- Realizar estudos in vivo com as amostras que utilizaram PLLA na faixa
granulométrica de 106-212pum, Hap na forma de particulas e nas concentragdes de
10 e 30% de Hap.
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