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Resumo

Neste trabalho foram preparados compdsitos de hidroxiapatita (HA) (Cai0(POs)s(OH)2) e
polihidroxibutirato (PHB), os quais foram obtidos inicialmente por dois procedimentos
diferentes: prensagem utilizando o PHB como matriz polimérica e a HA como carga; e
infiltracdo do PHB fundido em corpos porosos sinterizados de HA. A prensagem dos
compdsitos foi realizada a duas temperaturas diferentes de 155°C e 165°C. O percentual em
massa de HA (0, 10, 20 e 40 %) também foi variado. Os compdsitos foram caracterizados
através da MEV, EDS e da resisténcia mecanica a compressdao e a flexdo, obtendo-se os
valores de 16,35 +2,10 MPa para compressdao e 0,88 0,55 MPa para flexdo, para 0s
compositos prensados a uma temperatura de 165°C e contendo 10% massa de HA. Para a
producdo dos compdsitos de matriz de HA infiltrados com o PHB, foram preparados corpos
com diferentes niveis de porosidade, obtidos a partir da utilizacdo de diferentes porcentagens
de moldante (3, 5 e 10% em massa de parafina) e da utilizacdo de diferentes temperaturas de
sinterizagdo (1100 e 1200°C). Apds a sinterizacdo, os corpos foram colocados em um forno
juntamente com o PHB e aquecidos a uma temperatura de 180°C, para solubilizacdo do
polimero e consequente infiltracdo. As amostras foram caracterizadas por DRX, MEV e
resisténcia a compressao, onde as amostras que atingiram os melhores propriedades
mecanicas foram aquelas produzidas com 10% de parafina e sinterizadas a 1200°C. Essas
amostras alcancaram um aumento de 19,00 + 4,70 MPa antes da infiltracdo para 83,00 + 4,41

MPa ap6s a infiltracdo com PHB.
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Abstract

In this work were developed composites of hydroxyapatite (HA) (Cai0(PO4)s(OH).) and
polyhydroxybutyrate (PHB), which were obtained by two different routes: warm pressing at
160°C using the PHB as matrix and HA as filler; and infiltration of melted PHB on sintered
porous HA bodies. For the preparation of composites, bodies were pressed at two different
temperatures of 155 or 165 °C. Furthermore it was varied the amount of the HA (0, 10, 20 and
40% masse). The composite samples were characterized by SEM, EDS and compressive and
flexural strength. The samples pressed at 165°C with a HA amount of 10 % masse reached a
compressive strength of 16,35 +2,10 MPa and a flexural strength of 0.88 +0.55 MPa. For the
evaluation of the composites obtained by infiltration of PHB on the HA matrix, were used
samples with different levels of porosity obtained by different amounts of moldante (3, 5 and
10% by weight of paraffin) and different sintering temperatures (1100 or 1200 °C). After
sintering samples were infiltered with PHB in a oven at 180 °C. The samples were
characterized by XRD, SEM and compressive strength. The samples produced with 10%
paraffin and sintered at 1200 °C showed the best mechanical properties and reached a increase
of the compressive strength of 29,00 + 4,70 MPa before infiltration to 83,00 MPa + 4,41 after
infiltration with PHB.
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1. INTRODUCAO

A substituicdo de tecido devido a ocorréncia de patologias e traumatologia ortopédicas
tem impulsionado a pesquisa, na area de biomateriais, em busca de materiais que possam
desempenhar um papel biofuncional substituindo ou auxiliando na formacdo de um novo
tecido. Alguns materiais sintéticos e dispositivos estdo sendo aperfeicoados e outros, sendo
desenvolvidos para repor ou restaurar funcGes e substituir partes do corpo danificadas. Para
tal aplicacdo fatores criticos para o sucesso do implante incluem um projeto apropriado, a
correta selecdo de materiais e a sua biocompatibilidade (CAMPBELL, 2003).

Nos ultimos anos varios materiais vém sendo estudados no intuito de utiliza-los como
substitutos 6sseos, diminuindo os riscos de uma rejeicdo ou de uma nova cirurgia. Dentre
estes materiais destaca-se a hidroxiapatita, HA, uma vez que esta apresenta grande
similaridade quimica com a fracdo inorganica do osso. No entanto, apesar da excelente
interacdo quimica e bioldgica com o tecido 6sseo, a HA apresenta excessiva fragilidade e alto
maodulo de elasticidade quando comparado com o tecido 6sseo (ALVARES, 2012).

O PHB (polihidroxibutirato) é um termopléastico que pertence a familia dos
polihidroxialcanoatos (PHAS), que sdo poliésteres com férmula molecular (C4HsO2)n. Este
polimero apresenta duas propriedades importantes para 0 uso no corpo humano:
biodegradacdo e a biocompatibilidade. A sua decomposicdo ocorre de forma gradativa
conservando suas propriedades mecénicas por um tempo maior quando comparado com
outros polimeros como, por exemplo, o polidcido latico (PLLA) (VANIN et al., 2004). O
PHB apresenta boa resisténcia mecanica a compressado, que € cerca de 62 MPa, similar ao do
0sso trabecular (GALEGO et al., 2000) e esses valores podem variar de acordo com o grau de
cristalinidade que esse polimero possui podendo variar de 50 a 80%. A unido do
polihidroxibutirato (PHB) com a hidroxiapatita (HA) tem dentre seus objetivos, associar a
biodegradabilidade do PHB e a bioatividade da HA, buscando um material com propriedades
mecanicas e bioativas intermediarias, aprimorando a compatibilidade mecéanica e bioldgica entre o

implante e o tecido 0sseo.



1.1-Objetivo Geral

Preparar compositos a partir do Polidroxibutirato (PHB)/ Hidroxiapatita (HA) através
de dois diferentes procedimentos:
1-  Compactacdo a temperaturas de 155 ou 165°C, do p6 do PHB com diferentes fracdes de
HA, de modo a preparar compositos de matriz polimérica de PHB reforgcado com HA.
2- Infiltracdo do PHB fundido em corpos porosos de HA, preparando um compdsito de

matriz ceramica de HA reforcado com PHB.

1.1.1-Objetivos Especificos

1-  Realizar a caracterizacdo fisica dos compaositos obtidos.

2-  Estudar o comportamento mecéanico dos compositos, assim como a influencia da
porcentagem de reforgo.

3-  Simular o comportamento biol6gico in vitro dos compdsitos PHB/HA produzidos por

prensagem a quente utilizando uma solucéo simuladora de fluidos corpdreos (SBF).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-Propriedades dos materiais para utilizacdo como substituto 0sseo

Um biomaterial pode ser definido como um material natural ou sintético que se destina
a interface com os sistemas bioldgicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer
tecido, 6rgao ou a funcdo do corpo (HELMUS e TWEDEN, 1995). Um material para ser
empregado na engenharia de tecidos deve ter como caracteristicas principais: uma baixa
toxicidade; boas propriedades mecanicas nas condicdes fisioldgicas; porosidade que permita
proliferacdo celular; baixa imunogenicidade; bioatividade e/ou biodegradabilidade (TADIC e
EPPLE, 2004) (PRIPATNANONT, et al., 2009).

Os substitutos 6sseos ideais devem manter a estabilidade mecénica e o volume tecidual,
durante as fases iniciais da cicatrizagdo e, posteriormente, ser absorvido e progressivamente
substituido por novo 0sso através da atividade osteoclastica, sequida pela deposicdo de matriz
ostedide, mediada pelos osteoblastos e pela mineralizacdo (NOVAES, 2004).

Materiais que séo utilizados na substituicdo de tecidos devem apresentar propriedades
fisicas e bioldgicas compativeis com o tecido hospedeiro, de modo a estimular uma resposta
adequada dos mesmos, tais propriedades caracterizam a biocompatibilidade (WILLIANS,
1987). Materiais ceramicos, metalicos e outros tipos de biomateriais sdo utilizados na
ortopedia para preenchimento e estabilizacdo 6ssea (REYES, 2000).

Devida a aplicacdo de materias para implantes biomédicos, algumas propriedades
tornam-se importantes para avaliacdo do potencial de cada material. Dentre estas propriedades
podem-se destacar (HENCH e WILSON, 1993):
= Biocompatibilidade: Materiais biocompativeis devem apresentar propriedades fisicas e
biologicas compativeis com os tecidos vivos hospedeiros, de modo a estimular uma resposta
adequada (WILLIANS, 1987).
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= Bioatividade: Materiais bioativos apresentam uma pequena degradacdo inicial quando
implantado, assim promove uma liberacdo ibnica em que os ions ligam-se quimicamente
como tecido hospedeiro. Essas ligagdes promovem o ancoramento do implante, fixando-o no
local onde é inserido (WILLIANS, 1987).

= Bioreabsorcdo: Materiais reabsorviveis, contém elementos que podem ser facilmente
processados por meio de vias metabdlicas normais, tais como célcio e fosforo. A fungdo das
bioceramicas totalmente reabsorvivel é servir como material de preenchimento (VERT et al.,
1992).

= Bioinércia: Materiais bioinertes ndo promovem nenhum tipo de interacdo com o meio
fisioldgico, permanecendo inalterado (VALLET-REGI et. al, 1999b).

= Biotolerancia: Materiais biotoleraveis criam uma ligacdo fibrosa fraca com o tecido
hospedeiro. A formacdo da camada fibrosa ocorre por meio da liberacdo de compostos
quimicos, ions, produtos de corroséao e outros (RIGO et al., 1999).

= Biodegradabilidade: Os implantes biodegradaveis sdo metabolizados pelo organismo
durante um periodo de tempo e os seus produtos de degradacdo ndo sdo tdxicos. Estes
biomateriais sdo utilizados em dispositivos com funcdo temporaria, dispensando a
necessidade de uma segunda intervencdo para remocdo do material aplicado (VERT et al.,
1992)

= Osteointegracdo: E a unido fisica do implante com o tecido hospedeiro onde ocorre a
formacdo 6ssea ao redor do implante sem a presenca de tecido fiboroso (BRANEMARK et al.,
1986). Do ponto de vista clinico esse fendbmeno pode ser avaliado através de sinais
considerados sugestivos de osteointegracdo como: imobilidade do implante, auséncia de dor e
capacidade de suportar carga.

= Osteoinducéo: E a capacidade de um material induzir a formaco de tecido 6sseo em sua
superficie mesmo quando este ndo esteja em contato com o tecido 6sseo (KHAN et al., 2000).
= Osteoconducdo: Materiais osteocondutores permitem a deposi¢do de um novo tecido 6sseo
em sua superficie, bem como requerem a presenca de tecido preexistente como fonte de
células além de orientarem e acelerarem a proliferacdo celular, esses materiais sdo utilizados
como materiais de preenchimento (TAGA, 1996).

= QOsteogenicdo: Materiais osteogenitores auxiliam no processo de formagdo de novo 0sso

intermediado pelos osteoblastos, esses se ligam diretamente ao colageno por meio de sitios de
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interacdo. Neste grupo incluem-se todos aqueles biomateriais que contém células vivas com
capacidade para se diferenciarem em tecido 6sseo (KHAN et al, 2000).

Além das propriedades citadas acima, pode-se destacar a presenca de poros como sendo
um fator necessario para o desenvolvimento do novo tecido e deposicdo de matriz orgénica,
contribuindo para fixacdo do implante. Outro fator que contribui para uma boa integracdo do
implante no tecido é a alta &rea superficial que permite maior area de contato, 0 que aumenta
a resisténcia da interface e evita a mobilidade do implante, diminuindo as chances de uma

resposta inflamatoria.

Em anos recentes, a pesquisa em biomateriais mudou o seu foco de materiais que
poderiam permanecer estaveis em ambiente biol6gico para materiais que possam de alguma
forma contribuir para a formacao do tecido hospedeiro. Para a reconstrugdo de um érgdo ou
tecido a selecdo do suporte para as células é primordial. Levando em consideracdo o tipo, bem
como local da lesdo. Podem-se seguir basicamente duas estratégias de aplicacdo quando
preparado com materiais biorreabsorviveis (HUTMACHER, 2000).

Inicialmente o material é desenvolvido de forma a suportar fisica e mecanicamente as
células da inoculacgdo até integracdo no organismo hospedeiro. A interacdo entre o biomaterial
e as células do tecido hospedeiro auxilia a degradacdo in vivo, numa razdo proporcional ao
crescimento celular e a solicitacdo mecénica. A funcdo de suportes porosos biorreabsorviveis
¢ proporcionar o crescimento celular e adicionalmente servir como substituto
mecanico/estrutural do tecido original até a formacdo do novo tecido e sua bioreabsor¢do
completa.

O suporte é dimensionado com propriedades mecanicas e tempo de degradacdo
adequado para a inoculacdo das células até a sua insercdo num bioreator, onde ocorrera a
formacdo do tecido maduro. Nesta etapa, as células semeadas proliferam e secretam matriz
extracelular, enquanto o implante é degradado e reabsorvido gradualmente, permitindo espaco
para a proliferacdo celular e formacao do tecido no reator biolégico (HUTMACHER, 2000).

Se um material bioreabsorvivel € implantado num local de alta vascularizagdo (grande
atividade vital), sua velocidade de degradacdo sera mais rapida em relagdo a uma regido
menos vascularizada, de fungdes passivas, com isso a contribui¢do para formacédo do tecido €

mais rdpida. Outro caso € o local de grande solicitacdo mecanica, que também tém sido

Dissertacao de Mestrado - Colegiado de P6s Graduacdo em Ciéncia dos Materiais - UNIVASF



descritos como aceleradores da degradacao desses materiais (HOLLINGER e BATTISTONE,

1986).

Quanto a classificacdo de acordo com sua origem, 0s biomateriais apresentam como

classificacdo geral: materiais biol6gicos ou naturais e artificiais. A figura 2.1 apresenta uma

classificagdo para os materiais utilizados na engenharia de tecidos.

| EIOMATERIAIS |

w L 2
lBiolégicos ou naturals I Artificiais
R : ¥ ¥
iomn;goezzt Lutdzenos ou Hetercfgenos,
S autdlogos heterdlogos
aldgenos 0U Xendgenos
4
[ Piomirméticos |
¥ ' ¥
Poliraéncos Cerdraicos Corapdsitos
v
[ sintéticos |
i T T |
Biodegradiveis/ Binativos Bioine rtes Bintolerdveis
bioabsorviveis
'* Folimeros Cerdrnicos =p| Polimeros | [ Ivletais
-.ICerﬁmicos el Clerdmicos pd Polimeros

Figura 2. 1- Classificacdo dos materiais para implante relativo a interagdo com o meio fisiolégico (Camilo,

2006).

Os implantes naturais podem ser classificados como autdgenos, homdgenos ou

xendgenos.

Autbdgenos sdo implantes produzidos com tecidos provenientes do préprio individuo.

Apresentam resultados mais previsiveis, no entanto, sua disponibilidade ¢é limitada e o

processo de retirada pode promover morbidade cirurgica. Exemplo: retirada do osso da regido

da bacia para uma reconstrugéo da face.

Dissertacao de Mestrado - Colegiado de P6s Graduacdo em Ciéncia dos Materiais - UNIVASF



Homadgenos sdo implantes produzidos com tecidos provenientes de outro individuo da
mesma espécie e se apresenta como uma opcao interessante, todavia, podem oferecer risco de
contaminacdo e/ou rejeicdo. Exemplo: Retirada de tecido de um individuo humano ja morto
para utilizagdo em um paciente vivo (CAMILO, 2006).

Xendgenos sdo implantes produzidos com tecidos provenientes de outras especies
como, por exemplo, os bovinos. Necessitam de um tratamento antigénico, de deslipidizacéo e
desproteinizacdo, que reduz sua capacidade osteoindutora (CAMILO, 2006).

Os biomateriais artificiais ou sintéticos utilizados como substitutos 6sseos podem ser
subdivididos conforme suas classes, deste modo, pode-se ter biomateriais metélicos,

ceramicos, poliméricos e compasitos.

2.2- Materiais metalicos utilizados em ortopedia

H& muitos anos as ligas metalicas tém sido estudadas e utilizadas na fabricacdo de
implantes ortopédicos. As ligas sdo constituidas principalmente por ferro, cobalto, cromo,
niquel, que conferem resisténcia e dureza necessarias aos implantes (WANG, 2003). Contudo,
implicacdes em decorréncia de corroséo, liberacdo de ions e osteoporose sao observadas apos
seu emprego no organismo. Os ions liberados, apds o processo de corrosdo do implante,
podem causar reacdes adversas como: alergia, metalose e reacdo do tipo corpo estranho.
Cistos periarticulares causados pela liberacdo de fragmentos metalicos e neoplasias associadas
a implantes 0sseos metalicos também tém sido relatados (MC DONALD et al., 2002;
UHTHOFF et al., 2006). Como exemplos implantes materiais metalicos utilizados como
implantes encontram-se os acos AISI F138, ligas de Co-Cr, titanio e suas ligas Ti6AlI4V e
Ti6AI7Nb.

Apesar da fixacdo com implantes metalicos ser um procedimento bem-sucedido
(RADASH, 1999; STIFFLER, 2004), o osso cortical e o metal possuem propriedades
mecanicas distintas. O médulo de elasticidade do osso cortical é de aproximadamente 20 GPa,
enquanto o de uma placa dssea de aco inoxidavel é cerca de 190 GPa (CORDEY et al., 2000).

Tal diferenca faz com que o implante absorva a maior parte das forgas atuantes no 0sso,
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prevenindo o estresse mecanico sobre esse. A diminuigéo das forgas sobre 0 0sso pode levar
ao seu enfraguecimento principalmente por osteoporose (CORDEY et al., 2000; UHTHOFF
et al., 2006). A forca mecanica moderada, quando aplicada sobre o tecido dsseo, favorece a
atividade osteoblastica e, com isso, a sintese de matriz 6ssea (OCARINO et al., 2007).

A corrosdo tem como principais consequéncias, a diminuigdo da vida util, decorrente da
perda de material, o que causa enfraquecimento prematuro do implante. Além disso, o
produto da corrosdo pode contaminar o tecido resultando em efeitos indesejaveis.

O titanio e suas ligas apresentam caracteristicas que os levam a serem muito utilizados
na fabricacdo de préteses ortopédicas e implantes dentérios. Isso vem do fato do titanio ser
biocompativel e apresentar boa resisténcia a fadiga e a corroséo e alem de ter modulo elastico
relativamente baixo quando comparado com outros metais (LIU et al., 2004). Entretanto, o
titanio ndo é bioativo, ou seja, ndo ha uma interacdo com o meio bioldgico que leve a uma

integracdo entre tecidos e o titanio.

2.3- Materiais ceramicos utilizados na ortopedia

Os materiais ceramicos podem apresentar caracteristicas interessantes para utilizacao
como implante 6sseo, pois oferecem boas propriedades como: biocompatibilidade, inércia
quimica em meio fisiol6gico, dureza e boa resisténcia mecanica a compressdo. Porém
apresentam também baixa resisténcia a tracdo e pouca absorcdo ao impacto (METSGER et
al., 1999). Algumas das ceramicas empregadas sao: alumina, zircOnia, hidroxiapatita,
biovidros, vitroceramicas e 0os compostos de fosfatos de calcio.

A alumina (Al203) possui como principal vantagem sobre os metais e polimeros, a
baixa taxa de desgaste, produzindo baixa concentracdo de particulas desgastadas (fragmentos)
ao redor do tecido adjacente. A alumina para ser utilizada em implantes cirurgicos deve
apresentar pequeno tamanho de gréo, alta densidade relativa e alto grau de pureza. Essas
exigéncias precisam ser observadas criteriosamente durante o processo de fabricacdo ja que
irdo refletir na biocompatibilidade do material (HENCH e WILSON, 1993). Em alguns casos

a alta resisténcia mecanica pode ser prejudicial, que é o caso da alumina, esta possui uma
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resisténcia a compressdo de 4000 MPa (HEIMKE, 1987), além de ser um material bioinerte
ndo proporcionando atividade bioldgica.

A zirconia (ZrOy) estabilizada na fase tetragonal é um material qualificado para
implantes de sustentagdo. Sua vantagem, em relagdo a alumina, é possuir maiores resisténcia e
tenacidade a fratura. A zirconia gera um certo nivel de radiacdo gama proveniente de
pequenos tracos de tdrio, que sdo dificeis de serem eliminados pelas técnicas quimicas de
purificacdo da matéria-prima. Essa radiacdo embora seja pequena e inofensiva proporciona
desconfianga na classe médica e nos pacientes, além de ser um material bioinerte assim como
a alumina (HENCH e WILSON, 1993).

Os vidros de composicdo proxima a 45% de SiO», 24,5% de NaO, 24,5% de CaO e 6%
de P20s sdo chamados de biovidros e tém a capacidade de formar ligagfes quimicas estaveis
com 0 0sso adjacente. Os vidros com essa composicado sdo chamados 45 S5. Ha composicdes
variadas, desde 100% silica em sol-gel ou 70:30 SiO2:CaO, ou 58S SiO,:Ca0:P.0s. Esses
materiais sdo mais utilizados em proteses de ouvido médio e implantes ortodonticos (HENCH
E WILSON, 1993).

Dentre 0s materiais que apresentam excelentes respostas biologicas destacam-se 0s
fosfatos de célcio. Desde seu surgimento no mercado, ainda no inicio dos anos 80, as
ceramicas de fosfato de célcio, principalmente a Hidroxiapatita, foram consideradas o0s
materiais ideais para a remodelacdo e reconstrucdo de defeitos 6sseos (ROSSI et al., 2005).

Essa preferéncia € justificada principalmente por suas propriedades de
biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade. Estas vantagens podem ser explicadas
pela natureza quimica desses materiais e pelo fato de possuirem apenas ions de calcio e
fosfato, que participam ativamente do equilibrio i6nico entre o fluido bioldgico e a ceramica
(KAWACHI et al.,, 2000). Materiais ceramicos podem ser desenvolvidos e aplicados em
COrpos porosos com microestrutura e estabilidade mecanica controlada (MONARETTI,
2005), aumentando a area superficial de contato e alojando células contribuindo para a
producdo de matriz organica no interior do implante.

Do ponto de vista biologico a utilizagdo de materiais porosos é mais vantajosa que a
aplicacdo de materiais densos. A existéncia de poros com dimensdes adequadas favorece o
crescimento do tecido, por alojar células 0sseas nessa regido, promovendo a unido com o
tecido 0sseo, conferindo maior integracdo com forte entrelagcamento entre o tecido hospedeiro

e o implante, aumentando a resisténcia do material (KAWACHI et al.,, 2000). Contudo a
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introducdo de poros nos materiais ceramicos ocasiona a reducgéo da resisténcia mecénica e do

modulo de elasticidade desse componente individualmente (ORTEGA et al.,, 2003).

2.3.1-Hidroxiapatita (HA)

A HA é um fosfato de célcio que tem se destacado como substituto 6sseo devido a sua
composicao e estrutura similar a fase mineral de 0ssos e dentes. Ela tem sido estudada no
preenchimento de cavidades, na forma de grdos densos ou porosos, bem como revestimento
de implantes metalicos como, por exemplo, o titanio (Ti), combinando a resisténcia mecénica
do Ti e a bioatividade da HA (RIGO et al.,1999). A utilizacdo da HA como substituto 6sseo
tem seu uso individual limitado devido a sua baixa tenacidade a fratura (METSGER et
al.,1999).

A HA foi identificada como sendo componente mineral do 0sso pela primeira vez em
1926. Dejong realizou o primeiro estudo de Difracdo de Raios-X (DRX) do 0sso e reconheceu
que sua fase inorganica é similar as estruturas minerais conhecidas como apatitas (CHAI e
BEN-NISSAN, 1999). A HA pura pode cristalizar sob duas formas, a forma monoclinica e
hexagonal, a forma monoclinica possui espacamento do grupo espacial P21/b até uma
temperatura de 250°C, acima dessa temperatura ocorre uma transi¢ao alotropica da forma
monoclinica para hexagonal, com espacamento do grupo espacial P63/m (LEGEROS, 1994).

Algumas impurezas, ou substituicdes parciais da hidroxila por ions cloreto ou fluoreto,
estabilizam a forma hexagonal a temperatura ambiente. Por esse motivo, monocristais naturais
de HA geralmente exibem uma conformacdo hexagonal (WILLIANS et al., 1995). E os
parametros de rede sdo a = b = 0, 9423 nm e ¢ = 0,6875 nm (LEGEROS, 1994). Esta célula é
formada por dez ions calcio, localizados em diferentes sitios, sendo estes, | e Il. Para o
primeiro, tém-se quatro jons Ca?* que se encontram em volta dos seis atomos de oxigénio
pertencentes a tetraedros do grupo PO4 *. Para o sitio 11 observam-se outros seis ions Ca?*
restantes, que se encontram sob a forma de tridngulos equilateros. Os grupos hidroxilas séo
encontrados em forma linear, localizados entre os tridngulos formados pelos ions célcio. A
figura 2.2, mostra o arranjo estrutural dos atomos calcio, fésforo, hidrogénio e oxigénio ao

longo de um dos eixos da célula da hidroxiapatita (ELLIOTT et al., 2002).

Dissertacao de Mestrado - Colegiado de P6s Graduacdo em Ciéncia dos Materiais - UNIVASF



11

Figura 2. 2- Estrutura da hidroxiapatita ao longo do eixo c¢. (Adaptado de Elliott et al., 2002).

A estrutura da hidroxiapatita permite substitui¢fes catidnicas e anidnicas isomorfas com
grande facilidade. O Ca?* pode ser substituido por metais tais como o Pb?*, Cd?*, Cu?*, Zn?*,
Sr2*,Co?*, Fe?*, os grupos fosfatos por carbonatos e vanadatos e as hidroxilas por carbonatos,
Na*, K*, Mg?*, CI', F, HPO4* (Tadic e Peters, 2002). Essas substituicdes podem alterar a
cristalinidade, os parametros de rede, as dimensdes dos cristais, a textura superficial, a
estabilidade e a solubilidade da estrutura da hidroxiapatita (HENCH e WILSON, 1993). Do
ponto de vista bioldgico, o fluor é uma das impurezas mais importantes da hidroxiapatita dos
tecidos calcificados. Nas hidroxiapatitas de 0ssos e dentes, 0s carbonatos ocupam sitios dos
ions fosfato e dos ions OH numa raz&o de 10:1.

Nas carboapatitas sintéticas do tipo A, os ions carbonato localizam-se em canais e
ocupam 0s mesmos sitios que os ions hidroxila. Nas carboapatitas do tipo B, os ions
carbonato ocupam os sitios dos ions fosfatos. As carboapatitas do tipo B tém composicao
similar ao tecido 6sseo e dentario. Os grupos carbonatos ndo alteram a cristalinidade da
hidroxiapatita, mas podem acelerar os processos de dissolucdo da estrutura, o que € verificado
nas caries dentarias e nos processos de reabsorcdo 6ssea (LEGERQOS, 1974). O fluor pode ser
incorporado a HAp substituindo os grupos OH’, tornando a estrutura mais hexagonal, mais
estavel e menos soltvel que a hidroxiapatita estequiométrica.

A HA sintética difere das apatitas biologicas em composicdo, tamanho do cristal,

morfologia e estequiometria. A razdo Ca/P da HA pura, quando produzida sinteticamente, é
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de 1,67, mas em geral, as apatitas bioldgicas sdo ndo-estequiométricas (1,63 e 1,61 para 0
esmalte e a dentina e 1,71 para 0 0sso (SUCHANEK eYOSHIMURA, 1998).

Quando a HA é sintetizada por meio de reacBes podem ocorrer outras fases com
deficiéncia em calcio, dentre elas, a formagao de B- fosfato tricalcico (B-TCP) apés calcinagédo
a partir de 700°C (LEGEROQOS, 1994). Alguns dos processos utilizados na sintese da HA se
dividem em: Reacles de estado solido e reacBes por via Umida (FERNANDES, 2007). O
método mais comumente empregado trata-se da sintetizacdo por via tmida com precipitagéo.
O processo incide no preparo de uma solugdo com 0s ions precursores.

Em reacdes por via Umida com precipitacdo realizam o controle do pH das solucdes por
meio da adi¢do da solucdo de NH4+OH. A adicdo desse reagente visa manter o valor do pH da
solucdo bésico, caso contrario, fases secundarias de apatitas sdo formadas durante o processo
de sintese da bioceramica (RIGO et al., 2007). Os processos de precipitacdo consistem na
adicdo de reagentes fornecedores de grupos fosfatos a uma solucédo que contenham ions célcio
no meio. A utilizagdo de gesso como matéria prima para a produgdo de materiais biomédicos
a base de HA e tricalciofosfato (TCP) é um método alternativo que se mostra altamente
promissor para a producdo de implantes médicos. A reacdo abaixo mostra a producdo de HA
(ALVARES, 2012).

10 CaSO4 %2 HoO + 6 (NH4)2HPO4 + 8 (NH4OH) —» Caio(PO4)s(OH)2 + 10 (NH.).SOs + 11 H,0 (2.1)

O material desejado resultara em um po, que em seguida é filtrado e seco, podendo ser
conformado, calcinado e sequencialmente sinterizado. A sinterizacdo ira permitir um HA de
alta cristalinidade, devido as altas temperaturas e lenta taxa de aquecimento que essa ceramica
é levada, a faixa de temperatura de sinterizacdo varia de 900-1350°C (ROSA et al., 2000). O
processo de sinterizacdo de corpos solidos de HA, também proporciona a formacéo de blocos
de elevada densidade, estes se apresentam como materiais de alta resisténcia mecanica.
Entretanto, devido a pouca porosidade, os blocos possuem baixa solubilidade e, portanto,
provoca uma lenta velocidade de reabsorcdo do material pelo corpo. A velocidade de
reabsorcdo consiste de um parametro que é dependente da area superficial apresentada pela
bioceramica, onde uma maior area permite uma maior reabsorcao, por exemplo, (P6 > Sélido

poroso > Solido denso). O alto valor da cristalinidade da HA, também influencia em uma
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lenta taxa de biodegradacao desta ceramica (KAWACHI et al., 2000). Tal propriedade torna a
HA em forma de bloco, um material que € inserido no 0sso com principal objetivo de ocupar
espaco e manter contorno e volume 6sseo (COSTA et al., 2009). A tabela 2.1 mostra alguns

grupos de apatitas, suas formulas e razdo Ca/P.

Tabela 2. 1- Tipos, formula quimica e relagdo Ca/P das apatitas (ANAHI et al., 2007).

Nomes (fosfato de calcio) Férmula qdimica Razio Ca/P
‘Fosfato tetracalcico (TeCP) '(3540(?64')1 2,0
Hidroxiapatita (HA) Cao(PO,)s(OH), 1.67
Fosfato de calcio amorfo (ACP) Caz(POy),.nH,0 15
Fosfato tricalcico (TCP) Caz(PO,), 15
Fosfato octacdlcico (OCP) CagH,;(PO,)s.5H,0 133
Pirofosfato de cdlcio dihidratado Ca,P,0.2H,0 1,0

(CPPD)

Fosfato heptacikico (HCP) Ca:(P:0y) 0.7
Metafosfato de cilcio (CMP) Ca(POsh 0.5

2.4- Materiais polimeéricos utilizados em ortopedia

Os materiais poliméricos possuem ampla variedade de aplicacGes para implante, uma
vez que podem ser facilmente processados em ampla gama de formatos e que variam do mais
simples ao mais complicado. As propriedades fisicas dos polimeros podem ser alteradas
através de muitas variaveis de processo. Desta maneira, 0s polimeros sdo fabricados sob
medida a determinadas necessidades especificas. Basicamente, a composi¢do quimica, massa
molecular e o arranjo das cadeias terdo grandes efeitos nas propriedades finais do produto
(HAYEK et al., 1963).

Com o aumento da massa molecular, as cadeias poliméricas ficam mais longas e perdem

a mobilidade, resultando uma estrutura mais rigida. Os polimeros com pequenas cadeias se
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comportam como plastificantes, resultando na diminuigdo do ponto de fusdo, da temperatura
de transicdo vitrea, da rigidez e da densidade (HAYEK et al., 1963).

Os polimeros nylon, poli(metilmetacrilato), Dracon, polyester e poli(cloreto de vinila)
sdo importantes como dispositivos de protese permanentes, incluindo implantes de quadris,
lentes artificiais, enxertos vasculares, cateteres, e outros (ENGEL e KLEE, 1972). Dentro da
classe dos biomateriais poliméricos, destacam-se os poli (a-hidroxiacidos) que sdo polimeros
biorreabsorviveis pelo organismo. Esses polimeros sdo poliésteres alifaticos derivados de
acido glicolico, D, L- e L-acido lactico, B-hidroxibutirato e e-caprolactana, eles séo utilizados
em protese e liberacdo controlada de farmacos (ELLIOT et al., 1985 e CHAAIR et al., 1995).
O poli (tetrafluoretileno) — PTFE, teflon, foi utilizado como prétese acetabular, mas devido
aos altos indices de desgaste e de particulas liberadas, o uso desse polimero ficou limitado
(PARK et al., 1998).

A protese de poliuretano biocompativel derivado de 6leo vegetal da mamona esta sendo
utilizada em cirurgias para substituicdo de tecido 6sseo. O poliuretano vem sendo empregado,
por exemplo, em reconstrucdo da calota craniana e vértebras, assim pode substituir outros
materiais em proteses 6sseas (OHARA et al., 1995). O emprego desse polimero traz como
desvantagem a auséncia de osteoconducgdo e osteoinducdo, além do aparecimento de uma
capsula fibrosa quando este é implantado (CARVALHO et al., 1997).

Cimentos a base de poli(metilmetacrilato) (PMMA) foram utilizados em implantes
ortopédicos e dentarios, mas devido a manipulacdo dificil, a alta temperatura de cura e o
surgimento de fratura ap6s o implante, a vida Gtil do implante, a sua utilizagdo tornou-se baixa
(RAO et. al., 1997).

Os fios mais indicados para anastomose vascular sdo de polimeros sintéticos ndo
absorviveis, como o nylon e polipropileno (PARK et. al, 1998 e REHMAN e BONFIELD,
1997). O fio de polipropileno monofilamentar é o mais frequentemente utilizado em cirurgias
vasculares, pois, além de macio, € resistente e inerte, e também esse fio perde pouco da sua
resisténcia com o decorrer do tempo (YOSHIDA et al., 2002).

Polimeros biodegradaveis como os polihidroxialcanoatos (PHAS), que sdo poliésteres
alifaticos, s@o polimeros biodegradaveis produzidos por uma grande variedade de bactérias, a
partir de fontes renovaveis, como a cana de agucar. Os PHAs mais conhecidos sdo poli(3-
hidroxibutirato) (PHB), poli(3-hidroxivalerato) (PHV) e poli(hidroxibutirato-co-valerato)
(PHBV) (FRANCHETTI e MARCONATO, 2006).

Dissertacao de Mestrado - Colegiado de P6s Graduacdo em Ciéncia dos Materiais - UNIVASF



15

O PHB vem despertando interesse na area médica devido, principalmente, as suas
propriedades de biodegradacao e biocompatibilidade. Esse pode ser utilizado como substituto
0sseo temporario, pois ao ser implantado degrada-se lentamente mantendo suas propriedades

mecanicas iniciais, assim contribuindo para a formagéo de um novo tecido.

2.4.1- Polihidroxibutirato (PHB)

Os poli(hidroxialcanoatos) (PHAs) sdo poliésteres produzidos por processos
biossintéticos, sendo que o poli(3-hidroxibutirato) (PHB) e seu copolimero
polihidroxibutirato-hidroxivalerato (PHB-HV) tem despertado interesse comercial, devido a
possibilidade de producdo por rotas biotecnoldgicas a partir de substrato renovavel e por
apresentar-se como uma alternativa a substituicdo dos plasticos convencionais derivados do
petroleo (SANTOS, 2005). Por apresentar essas vantagens, o PHB despertou, também, o
interesse na area biomédica, pois esse possui biocompatibilidade e bioatividade, se tornando
bastante promissor na area médica. O PHB e o poli(hidroxivalerato), PHV, sédo polimeros
produzidos em maior quantidade e por um maior numeros de bactérias, quando comparados
com outros biopolimeros (SERAFIM et al., 2003), isso pode ser visto na tabela 2.2 onde

mostra percentual de acimulo dos biopolimeros em algumas bactérias.

Tabela 2. 2- Bactérias com capacidade de produzir PHAs e a porcentagem de acumulo
(VIEGAS, 2005).

Micr oorganismo % deacimulo

R. eutropha 96
Azospirillum 75
Azotobacter 73
Baggiatoa 57
Leptothrix 67
Methylocystis 70
Pseudomonas 67
Rhizobium 57
Rhodobacter 30
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O pesquisador Lemoigne (1926) fez a primeira identificacdo do PHB em bactérias do
tipo Bacillus megaterium. Em 1958, Macre e Wilkinson (apud CAMARGO, 2003)verificaram
o papel funcional do PHB em organismo de bactérias, sugerindo que o PHB funcionasse
como uma reserva intracelular de carbono, nesse caso, o PHB serve como armazenamento de
energia nestas bactérias Através da comprovacdo do seu acimulo por B. megaterium, em um
meio com alto fornecimento de carbono, por meio de matérias primas renovaveis, como a
cana de acucar, e nitrogénio, dentre outras (SUDESH et al., 2000)). O processo de
crescimento dos granulos de PHA ¢é estimulado pela presenca de carbono em excesso, no
meio de cultura, e pela caréncia de pelo menos um dos nutrientes (N, P, S, O ou Mg, etc.)
necessarios ao crescimento do microorganismo (DALCANTON, 2006). A figura 2.3 mostra a

férmula estrutural do PHA.

H (0]
—O0— C—(CHr— C—

R

Figura 2. 3- Férmula quimica geral dos PHAs (Serafim et al., 2003).

Em 1974 foram identificados outros membros da familia do alcanoato além do PHB,
entre eles o 3-hidroxivalerato (3HV) e o 3-hidroxihexanoato (3-HHx) (WALLEN e
ROHWEDDER, 1974). Os principais microrganismos responsaveis por sintetizar o PHB sao:
Alcaligenes eutrophus, Ralstonia eutropha, Azotobacter vinelandii, Escherichia coli,
Pseudomonas putidai. A tabela 2.3 mostra alguns dos biopolimeros que podem ser produzidos
por essas bactérias.

Devido a sua estereoregularidade o PHB ¢é cristalino e opticamente ativo com o carbono
quiral na configuracdo absoluta R, sendo totalmente isotatico, quando se trata do PHB
biologicamente produzido (MARCHESSALT, et al.,1988). Sua massa molar varia de 10.000
a 30.000.000 g/mol, dependendo do microrganismo, da fonte de carbono e da purificacdo
(LIMA, 2004). Sua estrutura cristalina € uma hélice compactada orientada para direita onde
duas unidades monomeéricas completam o giro da hélice (MARCHESSALT, et al.,1988), as

forcas bésicas desse modelo conformacional, sdo principalmente de Van der Walls.
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Tabela 2. 3- Formula quimica geral dos PHAs (Serafim et al., 2003).

“Grupo Polimero
n =1; R = hidrogémnio Poli(3-hid roxipropionato)
R = metil Poli(3-hid roxibutirato)
R =etil Poli(3-hidroxivalerato)
R =propil Poli(3-hidroxihexanoato)
R =pentil Poli(3-hidroxioctanoato)
R =nonil Poli(3-hid roxid od ecanoato)
n =2; R = hidrogénio Poli(4-hid roxibutirato)
n =3; R = hidrogénio Poli(5-hidroxibutirato)

Os biopolimeros sdo produzidos no citoplasma da célula bacteriana, adquirindo formato
granular que podem medir em média de 0,2 a 0,5 pm. Como mostra a figura 2.4 esses

granulos sdo cercados pela membrana bacteriana (BRASIL, 2004).

Figura 2. 4 - a) Granulos de PHB no interior da bactéria Alcaligenes eutrophus apds a biotransformacao da

sacarose e b) Granulos apds sua extracdo (Brasil, 2004).

Segundo Tada (2009), o processo de obtencdo do PHB utilizado no projeto Copersucar-
IPT envolve duas fases nos fermentadores, conforme ilustra a figura 2.5. Na primeira fase, as
bactérias sdo induzidas a crescer, em meio de cultura sem limitagdo de nutrientes necessarios
ao crescimento, até que seja atingida a concentracdo celular desejada de bactérias.

Na segunda fase, a sintese do PHB ocorre quando héa limitacdo de nutrientes necessarios

para a bacteéria, por exemplo, o nitrogénio. Em um ambiente que forneca alto teor de carbono,
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as bactérias se nutrem desses carboidratos, e em meio intracelular sdo formados granulos de
poliésteres, estes sdo armazenados no seu interior funcionando como reserva de energia. Apos
essa etapa é realizada a extracdo, através da lise da membrana celular que acontece devido a
utilizacdo de solventes organicos, permitindo a liberacdo do polimero e em seguida,
purificacdo do polimero. Os materiais remanescentes desse processo retornam a lavoura como
adubo organico. O resultado é um biopléstico que possui a aparéncia de um pd branco
(ORTEGA, 2006).

Propagacéo e laboratdnio 3 Fermentagio

!

Decantagéo dos
ralCro0rZANISIA0s

l

Recuperagio =
do solvente || Extagio do PHB
»
Salverts 1
Cristalizagdo
Solvente l
— Punficagio
Secagem
Cristais de PHB

Figura 2. 5- Diagrama esquematico do processo de producdo do PHB (NONATO e ROSSOEL, 2006).

Algumas de suas propriedades e caracteristicas conferem a este polimero as mais
diversas aplicacdes. Sua massa molar média ponderal (M) varia de 10* até 10° g/mol, com
um indice de polidispersividade em torno de 2. A temperatura de transicao vitrea (Tg) é 4°C,
enquanto a temperatura de fuséo cristalina (Tm) € de cerca de 175°C. As densidades do PHB

cristalino e do PHB amorfo sdo 1,26 e 1,18 g/cm?, respectivamente. Propriedades mecanicas,
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como modulo de Young (3,5 GPa) e resisténcia a tragdo na ruptura (43 MPa), apresentam
valores proximos aos encontrados para o polipropileno isotatico iPP (SUDESH et al., 2000).
O PHB apresenta propriedades mecanicas similares a do polipropileno, tais como
elevada cristalinidade, resisténcia a 4gua, boa estabilidade a radiacdo ultravioleta, barreira a
permeabilidade de gases, biocompatibilidade, alta regularidade da cadeia carbonica e elevada
massa molecular, embora tenha duas caracteristicas que o limitam a certas aplicagdes, que séo
a sua caracteristica quebradica e a reduzida faixa de condigbes de processamento
(RODRIGUES et al., 2005). A tabela 2.4 apresenta algumas propriedades fisicas do PHB.

Tabela 2. 4- Propriedades fisicas do PHB (ALMEIDA, 2005).

PROPRIEDADES
Cristalinidade (% ) 80
Temperatura de fusdo (7C) 175
Temp. de transicdo vitrea (*C) 4
Massa molecular S,Dxll]s
Densidad e (g/cm®) 1.26
Tensio na ruptura (MPa) 40

2.5 Materias compositos utilizados em ortopedia

Tecnologias modernas exigem materiais com combinacgdes ndo usuais de propriedades,
as quais nao podem ser atendidas pelas ligas metalicas, ceramicos e poliméricos
convencionais. As combinacdes das propriedades dos materiais estdo sendo ampliada pelo
desenvolvimento de materiais compdsitos, material que pode ser considerado como um
material multifasico que exibe uma proporcao significativa das propriedades das fases que o
constitui, de modo que se obtenha uma melhor combinacdo destas propriedades. Um
composito é um material multifasico, onde as fases constituintes devem ser quimicamente

diferentes e estar separadas por uma interface distinta (CALLISTER, 2008).
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No caso de materiais compdsitos atuarem como biomateriais, existem duas exigéncias
principais pra que o0 seu uso seja viavel: cada fase constituinte deve ser biocompativel e a area
interfacial das fases deve ser estavel no ambiente fisioldgico. As principais aplicacbes dos
biocompositos sdo em restauracdo dental, materiais de implantes dsseos, cimentos acrilicos e
de fosfato de célcio, elementos articulares e implantes intervertebrais.

A utilizacdo de compdsitos ceramico-poliméricos como matéria de implantes
ortopédicos e enxertos, tem sido objeto de intenso estudo no ambito da medicina ortopédica.
A incorporacao de fosfato de calcio em uma matriz polimérica tem contribuido para obtencéo
de compositos que combinam a flexibilidade dos polimeros com a resisténcia mecanica,
dureza e a bioatividade da fase inorgénica. Tais caracteristicas garantem uma maior
estabilidade do material quando em contato com o plasma sanguineo, além de desenvolver
uma maior interacdo com o tecido 6sseo (ARAUJO et al.,, 2007).

De acordo com Hench (1998) as propriedades dos compdsitos baseados em
hidroxiapatita sdo as mais similares com as do tecido ésseo natural. Ignjatovic e Uskokovic
(2004) relataram que a estrutura de compdsito HA/polimero € a que mais se assemelha a
estrutura do tecido 6sseo natural. Neste caso a matriz continua dos polimeros reforcada com
particulas de HA homogeneamente distribuidas seria similar & matriz de colédgeno presente no

corpo humano, conforme pode ser visto esquematicamente na figura 2.6.

D Molécula de Colageno
Esponjosa
Fibrilas de
Fibras de Colageno
lamela Colageno 3
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-4 - ]
o i —
- -
- =
_' -
~b E — J
\ 0.5 pm U
i H
10...500 pm 1nm
Microestrutura Nanoestrutura
Macroestrutura Sub-Microestrutura Sub-Nancestrutura

Figura 2. 6- Representacdo da micro e macroestrutura do osso (RHO et al., 1998)
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A presenca de um biopolimero pode ser interessante, ja que a sua biodegradabilidade
faz com que inumeros espacos vazios sejam criados a medida que seja absorvido pelo
organismo, permitindo a &rea que foi enxertada, auxilie na formacéo de varios canais, que
poderdo ser ocupados por células, formando uma rede nutridora na regido de crescimento
0sseo. Desta maneira, facilita-se a penetracdo das células progenitoras, induzindo o
crescimento de um novo tecido 0sseo. Esses polimeros quando enxertados, devem manter
suas propriedades mecanicas até que seja absorvido e eliminado.

Propriedades mecénicas similares as do tecido 6sseo natural como elevada resisténcia a
brasdo e ao impacto, tornam o polietileno de ultra alto massa molecular uma material
adequado para implantes, sendo empregando em protese total de quadril, joelho e ombro
(KURTZ, et al.,1999). Contudo, por se tratar de um material bioinerte, sua fixacdo com o
0ss0 € somente possivel pela utilizacdo de cimentos Gsseos a base de polimetilmetacrilato
(PMMA), o qual esta relacionado a efeitos bioldgicos severos, como necrose do tecido,
devido a liberacdo de substancias ndo compativeis com o tecido hospedeiro.

Uma combinacdo, de HA com o polietileno (PE), foi utilizada para produzir um
compésito osteoindutivo (BONFIELD et. al., 1981 ). Alguns autores usaram-na em animais
em um estudo em que a HA serviu de preenchimento de uma matriz de 4-META/MMA -TBB
e que mostrou melhorar o crescimento do osso (LEE, et. al., 1997). Outros autores
conduziram estudos que mostraram uma formulacdo de 70 - 30% de um composito de
PMMA/HA onde houve um aumento a resisténcia ao cisalhamento na interface do implante
0sseo seis semanas depois do implante feito em coelhos (KWON et. al., 1997).

O composito poli-hidroxibutirato/hidroxiapatita (PHB/HA) tem propriedades bioativas
favoraveis para ser utilizado como substituto de tecidos dsseos, devido as suas propriedades
fisicas e quimicas, as quais se assemelham a composicao quimica do 0sso. E um compdsito
biodegradavel que permite a osteointegracdo, dessa forma a medida que ocorre a degradacdo
ocorrera a formacdo do novo tecido (DOYLE et al, 1991) (LUKLINSKA e
SCHLUCKWERDER, 2003).
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3-PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Neste trabalho foram estudados dois tipos de compositos PHB/HA e HA/PHB. No
primeiro caso, foram produzidas amostras utilizando o PHB como matriz polimérica, sendo
esse reforcado com particulas de HA. O segundo tipo de composito, HA/PHB, foi produzido
utilizando corpos porosos de HA como matriz, variando sua porosidade de aproximadamente
de 10 a 40%. Ap0s isso, o PHB foi fundido e infiltrado na matriz porosa de HA, nesse caso 0

PHB foi utilizado como reforgo.

3.1- Producéo do p6 de HA

A HA utilizada neste trabalho foi produzida na Universidade Federal do Vale do Sé&o
Francisco, através de uma reacdo de conversdo pelo tratamento do sulfato de calcio
hemihidratado com uma solucdo de monohidrogeno fosfato de aménio (NH4)2HPO4, em meio
basico utilizando hidréxido de aménio (NHsOH) (ALVARES, 2012).

As concentragdes dos reagentes utilizadas na sintese foram 0,12 molL™? para o
(NH4)2HPO4, 3 molL* para 0 NH4OH e 0,2 molL™ para o CaSOs % H0.

A relacdo de Ca/P foi de 1,667 molar, que é a razdo estequiométrica para formacao de

HA, de acordo com a equacdo 3.1:

10 CaSOs+ ¥ H,0O + 6 (NH4)2HPO4 + 8 (NH4OH) —> Calo(PO4)6(OH)2 +10 (NH4)2804 + 11 H,0O (3.1)

O fosfato de aménio dibasico ((NHs):HPO.) foi adicionado a uma velocidade de
gotejamento de 20 mL por minuto. O processo de adicdo da solugcdo de monohidrogeno
fosfato de amédnio (0,12 mol/L) foi constante e ininterrupto até que, se adicionasse o volume

total de 5L a vazdo volumétrica de 20 mL/min. A reacdo foi mantida em um pH acima de 9,5
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para evitar a formag&o de fases secundarias de apatitas, para isto, foi utilizado o hidroxido de
amonio para elevar o pH da reacdo. Ao final da sintese, a mistura permaneceu, ainda, sob
agitacdo mecanica por uma hora.

Como conseguinte, a mistura foi submetida ao processo de decantagéo, permanecendo
em repouso, para que houvesse a sedimentacdo do componente mais denso, por um periodo
de 48 horas e posteriormente filtrada a pressdo reduzida e lavada com agua destilada, obtendo
uma pasta cinza clara. Em seguida, o material foi inserido em uma estufa a temperatura de
90°C por um periodo de 12 horas.

O solido formado foi entdo submetido ao processo de controle de grdos onde foi
triturado e peneirado. Em seguida, o pé de HA foi calcinado a uma temperatura de 900 °C por
um periodo de duas horas, a uma taxa de aquecimento de 10°C/min, para estabilizacdo da
forma das particulas e controle da area superficial. Nesta fase, obteve-se um aglomerado de

particulas finas na forma de um p6 branco.

3.2-Preparacdo dos compositos com matriz de PHB reforcada com

particulas de HA obtidos por prensagem a quente

Para o desenvolvimento desta etapa, a conformacdo das amostras foi realizada no
laboratdrio de caracterizacdo Fisica, localizado na UFRN.

O PHB, produzido, geralmente, pela bactéria Wautersia eutropha, foi fornecido pela
PHB Industrial, localizada na cidade de Serrana, no interior de Sdo Paulo. O PHB foi
utilizado de duas formas diferentes: assim como recebido (sem nenhuma operacao
subsequente) e purificado. No processo de purificagdo, as impurezas foram recolhidas por
extracdo Soxlether, onde o etanol foi escolhido como solvente extrator. Para a extracdo das
impurezas foram pesados 10 g de PHB, que em seguida foram transferidos para um cartucho
de papel, e subsequentemente inseridos no extrator Soxlether. Para tal, o solvente extrator foi
elevado a uma temperatura de 90°C, mantendo o fluxo por 8h, em que foram utilizados 150
mL de etanol (P.A). Apds o processo de extracdo, observou-se que o solvente utilizado
adquiriu uma coloragdo amarelada (BIRNBOIM e DOLY, 1979).
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A metodologia empregada nesse trabalho pode ser vista através do diagrama

apresentado na figura 3.1

PHB HA PHBp
Mistura dos Mistura do
Pés Pés
Prensagem a 155 e 165°C Prensagem & 165°C
t 30 min e P =100 MPa t 30min e P=100 MPa
Compdsitos
prensados a 165°C
|
Caracterizaca i
aractenzagdo dise em SBF Caracterizagido
|
Fisica Mecanica c SR Fisica Mecanica
=1 MEV or M - MEV or
Fisica Mecanica
=] Porosidade c. [T =1 Porosidade O,
1 MEV ™
== Porosidade % r~

Figura 3. 1- Representacdo esquematica da metodologia utilizada na execucéo do trabalho.

Para a prensagem dobs pds, foram preparados misturas de PHB e HA (PHB/HA) e de

PHB purificado e HA (PHBp/HA) variando-se a quantidade em massa de HA, nas proporgdes
de 0, 10, 20 e 40%, para a mistura de PHB/HA e 0, 10, 20% para misturas de PHBp/HA.

Essas amostras foram previamente misturadas e dispersas em um molde metélico que tinha

secdo retangular com dimensdo 50 x 5 mm. O molde comportava um total de cinco corpos de

provas, conforme pode ser visto na figura 3.2-B. Este foi inserido em uma prensa hidraulica

constituida de termopares, com marca MARCON e modelo MPH-15. A pressdo aplicada, para
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a conformacdo dos pos foi de 100 MPa, esta foi mantida por 30 minutos . Os pds foram
aquecidos levando-se as temperaturas de 155 e 165°C. Os corpos de prova com o polimero
ndo purificado, foram preparados a temperaturas de 155 e 165°C e 0s corpos de prova com 0
polimero purificado foi comprimido a uma temperatura de 165°C, apenas.

Foram preparadas amostras com o polimero purificado e com o polimero néo purificado
de modo a avaliar o efeito da purificacdo do PHB nas propriedades finais dos compdsitos. Ao

final do processo obtiveram-se as seguintes amostras, tabela 3.1.

Tabela 3. 1-Amostras preparadas por compressdo com o polimero purificado e ndo purificado

:l'iemp eraturade

Amostras % HA em massa
prensagem (°C)
PHB 133 0
PHB 10_155 10
e = 155
= PHB 20 153 20
o
£ PHB 40 155 40
=
‘g PHB 163 0
§ PHB_10_165 10
§ PHB 20 165 20
. 165
PHB 40 165 40
: 2 PHBp 165 0
E = PHBp 10_165 10
£ E PHBp 20 163 20

Os corpos de prova, apos o processo de prensagem a quente, podem ser visualizados na
figura 3.2-A.
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Figura 3. 2- (A) Corpo de prova do compésito PHB/HA apés prensagem a 155°C por 30 min e (B) o molde.

3.3-Preparacédo dos compositos com matriz de HA reforcada com PHB a

partir da infiltracdo do polimero

A metodologia empregada para a producdo dos corpos de HA reforcados com PHB

fundido pode ser observada na figura 3.3.
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HA

Prensagem : 100 MPa
t-10s
Parafina: 3. 5e 10%

Sinterizacdo: 150 min
Temp_: 1100 ou 1200 °C

Infiltracdo com PHB
Temp.: 180 °C
t 180 min

Caracterizagdo

Fisica Mecanica

| MEV of

=] Porosidade

= DRX

Figura 3. 3— Fluxograma de preparagdo das amostras de HA reforgada com o PHB por infiltracéo.

Para a preparacao dos corpos sinterizados de HA porosa, as amostras foram preparadas
utilizando a técnica de pressdo uniaxial. A prensagem foi realizada utilizando um molde de
aco com uma cavidade retangular interna de 10x60mm (figura 3.4), o molde comportava um

total de 10 g do po.
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Figura 3. 4- Molde metalico utilizado para a preparagao dos corpos de prova. A) desmontado; B) montado.

Os corpos verdes foram, entdo, sinterizados a duas temperaturas diferentes, 1100°C e
1200 °C, utilizando um forno tipo mufla (modelo 10013 marca Jung). A curva de sinterizacéo
foi ajustada em dois estagios. No primeiro, para remocao do ligante, a temperatura foi elevada
a 216°C a uma taxa de 0,5°C/min, permanecendo nessa temperatura por 75 min. No segundo
estagio, a temperatura foi elevada até a temperatura de sinterizacdo a uma taxa de 5°C/min

onde permaneceu por 150 min, a curva de sinterizacdo esté apresentada na figura 3.5.

20 150 min

icoo

200

Temperatura de Sinterizagio ( °C)

200

0 382 457 6338 7838
tempo (min)

Figura 3. 5-Curva de sinterizacdo

Os corpos obtidos ap6s a sinterizacdo podem ser visualizados na figura 3.5, em que
mostras 0s blocos na posic¢éo horizontal.
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Figura 3. 6-Corpos de prova de HA apés a sinterizac&o.

Para promover a variagdo na porosidade das amostras, foi adicionada parafina a HA em
uma proporcao de 3, 5 e 10%, relativa a massa do p6 bioceramico. A homogeneizacao foi
realizada diluindo-se a parafina em um ligante organico (n-Hexano 99% P.A), seguido da
adicdo do po de HA. Deste processo, resulta a formacdo de uma pasta, que foi posta para

secar em estufa a 90°C por 4 horas, figura 3.7.

Figura 3. 7-Pasta obtida apds a lavagem do precipitado.

Os corpos porosos foram colocados junto com 10 g do polimero, em forma de po,
dentro de um recipiente refratario, em seguida, as amostras foram inseridas dentro do forno a
uma temperatura de 180°C a uma taxa de aquecimentode 10°C/min durante um periodo de 3
horas, este procedimento esta esquematizado na figura 3.8.
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DRX

Resisténcia & compressio

3.4-Caracterizacédo Fisica

341FTIR

Porosidade

Figura 3. 8- Fluxograma da preparacdo dos Compdsitos produzidos via infiltracdo.

Neste trabalho, utilizou-se o FTIR marca Bruker, modelo FS66, localizado no

Departamento de Quimica da UFPE. As amostras foram misturadas com 0,3 g de KBr e

prensadas em forma de pastilhas, estas foram analisadas por técnica de transmitancia, na
regido de 4000 a 500 cm™,
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3.4.2-DRX

Para o estudo microestrutural dos materiais, foram utilizados equipamentos de DRX
localizados nos Departamento de Quimica da UFPE e Departamento de Fisica Teorica e
Experimental da UFRN. O difratdmetro da UFPE possui marca SIEMENS, modelo Difract
ACT série 1000, utilizando fonte de radiacdo Cu-Ka, com difratogramas registrados com um
passo de 0,02° em 20 e tempo de integragdo de 1s por ponto. O difratbmetro da UFRN possui
marca Rigaku, modelo MiniFlex Il, fonte de radiacdo Cu-Ka e com difratogramas registrados

com um passo de 0,02° em 26 e tempo de integracdo de 1s por ponto.

3.4.3-MEV E EDS

Para analisar a morfologia e tamanho das particulas dos materiais utilizados, foram
obtidas imagens atraves do microscépio eletrénica de varredura-MEV, marca HITACHI,
modelo TM-1000; Tabletop Microscope, localizado no Instituto de Pesquisa em Ciéncia dos
Materiais da UNIVASF.

Foram obtidos, também, espectros na microanalise por energia dispersiva, por meio do
EDS, para observacao quimica qualitativa e quantitativa da composic¢do das amostras em uma

determinada regiéo.
3.4.4-GC-MS
Ensaios de cromatografia gasosa associada a espectroscopia de massa (GC-MS) foram

executados em um GC-MS (QP-5050 A, da marca Shimadzu). Estes ensaios foram realizados

utilizando o solvente apds o processo de extracao.
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3.5-Caracterizacéo Mecénica

3.5.1-Densidade geométrica

A densidade geométrica das amostras foi calculada segundo a densidade teérica da
hidroxiapatita, que € de 3,156 g/cm?3 (Sepulveda et al., 1999; Ribeiro, 2003) e do PHB que é
de 1,26 g/cm3 (SUDESH et al., 2000). O célculo da densidade foi realizado através da
equacéo 3.2:

D= (3.2)

CxLxh

Onde m, C, L e h representam respectivamente a massa, comprimento, largura e altura
de cada amostra medida. A partir da densidade das amostras, a porcentagem de porosidade

das amostras e dos compdsitos foi calculada segundo a equacéo 3.3 e 3.4 respectivamente:

Yoporosidade = [1 — (%)] % 100 (3.3)

O

dbporosidade = [1 —( }] X 100 (3.4)

Xpup-dpae g4 -daa

3.5.2—Ensaios de resisténcia mecanica

Ensaio de Resisténcia a Compressao

Os testes de resisténcia mecanica foram realizados em uma Maquina Universal de
Ensaios Mecanicos, modelo (EMIC- DL 10000). Durante os ensaios de resisténcia a
compressao, oc, foi aplicada uma taxa de compressdo de 1,0 mm/min., e célula de carga de 5,0
kN, o valor da resisténcia a compressdo pode se obtido através da equacéo 3.5.

3.5

Q
I
= [

n
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Ensaio de Resisténcia a Flexdo

Para os testes de resisténcia a flexdo, et, foi aplicada uma taxa de compresséo de 0,5
mm/min., e célula de carga de 500 N, para tal utilizou-se um carregamento de trés pontos com
distancia entre os apois de 15 cm, a equacao para obter o valor da resisténcia a flexdo pode ser
calculado através da equacdo 3.6. Os corpos de prova produzidos via compressdo a quente
utilizados nos ensaios de compressdo, possuiam sec¢do quadrada de 5x5 cm e altura de 10 cm.
Para o ensaio de resisténcia a flexdo foram utilizados corpos de prova com se¢do quadrada de

5x5 cm e altura de 50 cm.

3F;L
Of = Zpaz

3.6

Para ensaios de resisténcia a compressdo das amostras produzidas via infiltracéo,

utilizaram-se corpos de prova com se¢do quadrada de 10x10 cm e altura de 20 cm.

3.6-Analise da resposta bioldgica em SBF

Para analisar o comportamento biolégico das amostras foi realizada a imersdo das
amostras em solucgdo corpérea simulada (SBF), por diferentes periodos de tempo.

A solucéo SBF foi preparada segundo a metodologia proposta por Kokubo e Takadama,
(2006). Esta descreve a preparacdo da solucdo SBF a partir da utilizacdo de diversos ions no
plasma sanguineo. A tabela 3.2 mostra a comparacdo da concentracdo do plasma sanguineo
com a concentracédo dos sais utilizados.

Para andlise in vitro em meio acelular, foi realizada a imersé@o do material na solucao
SBF, que foi feita sob condig¢Oes controladas de temperatura e tempo. Para tal, as amostras
foram inseridas em uma estufa com controle digital de temperatura (marca Quimio, modelo

Q- 317M42), sendo programada em 37°C e monitorada durante todo o experimento. Para
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cada corpo de prova foi utilizado um volume de 80 mL, havendo troca de solucGes a cada 48
horas durante todo o experimento. Os testes foram realizados em periodos de 1, 7 e 14 dias. O
volume da solucdo foi de, dez vezes maior que a area da superficie total da amostra (Ribeiro,
2003).

Tabela 3. 2- Comparacéo entre os valores da concentracdo de ions no plasma sanguineo e
SBF, segundo Kokubo e Takadama, 2006.

Concentracio de ons (mAi}

Ions Plasma sanguineo =BF

Na* 1420 1420
K 3.0 3.0
Mg™ 13 13
Ca*" 23 23

cr 103.0 1473
HCO, 270 42
HPO,*~ 1.0 1.0
80s" 0.3 0.3
pH 1274 74

Apos a retirada dos corpos de prova da solucdo, esses foram secos em estufa a
temperatura média de 50°C. Apds esse periodo, as amostras foram submetidas aos ensaios de
compressdo e flexao.

As amostras utilizadas tinham dimensdo média de a =5 mm, b =5 mm, e ¢ = 50 mm.
Para analise do ganho ou perda de massa durante ensaios in vitro, os corpos de provas foram
pesados antes da imersdo na solucdo, e pesados novamente apos a imersdo dos diferentes
periodos de tempo (1 °, 7° e 14° dia).

O ensaio de resisténcia mecanica ap6s diferentes dias de imersdo em SBF foi realizado
de forma anéloga a descrita no item 3.5.2.
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4-RESULTADO E DISCUSSOES

4.1- Matérias Primas

Para caracterizagdo das amostras foram realizados espectroscopia de infravermelho,
Difratometria de raios-X, microscopia com EDS para PHB e HA, e, ainda, analise de GC-MS

e DSC para PHB, no intuito de se caracterizar cada material.

4.1.1-PHB

A caracterizacdo do polimero utilizado na producdo dos compdsitos iniciou-se pela
observacao das bandas de absorcdo do PHB a partir do FTIR.

A figura 4.1 apresenta o espectro de FTIR do PHB. As bandas de absorbancia do
polimero foram detectadas em 1226 e 1282 cm™ para o grupo (C-O-C), em 1726 cm
associado ao grupo (C=0) e 1286 cm™ o qual se refere ao estiramento (C-H). Outras bandas
foram identificadas em 1054 cm™ para (C-O), 1106 e 1176 cm™ para (C-O-C), 1131, 1382,
1460 cm™ para (CHs), 2972 cm™ para (C-H) e 3435 cm™ para o grupo (O-H). As bandas de
absorgdo confirmam e caracterizam o PHB e seus grupos constituintes (NA e NIANZHI,
2011).

A analise do espectro de raios-X do PHB (figura. 4.2) mostra que o material apresenta
cristalinidade caracteristica deste tipo de polimero. Picos intensos correspondentes a fase
cristalina do PHB, estdo localizados em 20 = 13,66° e 17,04° para os planos (020) e (110),
respectivamente. Os picos menos intensos localizam-se em 26 = 20,2°, 21,65°, 22,66°, 25,60°,
27,28°, 30,12° e 30,90° com planos (021), (101), (111), (121), (040), (002) e (200)
respectivamente (SUTTIWIJITPUKDEE et al., 2011).
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Figura 4. 1- Espectro de infravermelho obtido do PHB.
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Figura 4. 2- Difratograma de raios- X do PHB néo purificado.

A andlise térmica foi realizada através da analise de DSC (differential scanning
calorimetry), figura 4.3. Dois picos endotérmicos de intensidades diferentes podem ser
identificados nas temperaturas de 135°C e 165°C, sendo o segundo de maior intensidade.

Esses picos correspondem aos pontos de fusdo do material. O aparecimento de dois picos esta
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relacionado a presenca de monémeros e oligdmeros no PHB. O pico mais intenso corresponde
a temperatura de fusdo do PHB (OLIVEIRA, 2006) (GUNARATNE et al., 2004).

— PHEB

Fluxo de Calor (myY¥ig)
fua
1

T T T T T T
B0 80 120 150 180

Temperatura(*C)
Figura 4. 3- Curva de DSC do PHB ndo purificado. a) primeiro pico endotérmico (Ts) em 135°C e b) segundo

pico endotérmico (Tm) em 165°C

Através da variacdo de entalpia € possivel obter o grau de cristalinidade do PHB que
nesse caso foi de 51%. Esta cristalinidade foi calculada a partir da equacéo (4.1) (MITOMO et
al., 1994):

X% = (AHpm/ AHpr)XlOO, (41)

Sendo AHpm a entalpia a ser conhecida e AHpr a entalpia do PHB de referéncia com
100% de cristalinidade (AHprdo PHB = 146 J/g) (MITOMO et al., 1994).

A anélise de GC-MS, realizadas a partir do solvente apds a extracdo (ver apéndice),
confirmou que o PHB utilizado no trabalho apresenta uma grande quantidade de monémeros e
oligdbmeros insaturados, na sua maioria, acidos organicos provenientes dos processos de
sintese do polimero. Os &cidos butirico, decandico, laurico, entre outros, podem ser formados
devido as etapas do processo de biossintese. Um dos fatores que contribuem para a formagéo

de fases secundarias ¢é a auséncia de oxigénio, o que prejudica a formag&o do biopolimero. Em
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alguns casos, na producdo do PHB, a limitagdo de oxigénio faz com que grande parte do
substrato desvie-se para a formacdo de acidos organicos e outros metabolitos (DU et al.,
2004).

Observando-se a figura 4.4, verifica-se a morfologia das particulas, onde pode ser visto
o0 tamanho de particula com variacdo média entre 119-192 um.

Figura 4. 4- Morfologia das particulas do PHB, com indicios do tamanho de particula.

4.1.2- P6s de HA

Foi realizada a caracterizacdo dos pos de HA, ap6s secagem e calcinacdo a 900 °C do
produto da reacdo, descrita no item 3.1 e do sulfato de calcio hemidratado. Os difratogramas
das amostras de gesso e da HA calcinada estdo apresentados nas figura 4.5 e 4.6. A figura 4.5,
mostra o difratograma de raios-X do p6 de gesso. Observando-se o grafico é possivel
identificar as fases cristalinas caracteristicas do sulfato de célcio hemihidratado.

Os picos de maior intensidade sdo encontrados em 20 = 14,67°; 25,72° e 29,79°
correspondentes aos seus respectivos planos (200), (220) e (400). Picos de menor intensidade
estdo localizados em 20 = 31,79°; 42,24°; 49,18°; 52,92°; 54,09° e 55,11°, estes picos estdo
associados aos planos (204), (422), (424), (207), (604) e (620), respectivamente (SILVA et
al., 2007).
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Figura 4. 5-Difratograma de Raios-X do sulfato de calcio hemihidratado.

Na figura 4.6, podem ser observados picos relacionados a HA e ao TCP, que é um
fosfato de célcio com relacao Ca/P igual a 1,5. A formagdo do TCP ocorre quando o pH da
reacao, atinge valores abaixo de 9,5 o que resulta na formacéo da apatita com deficiéncia em
calcio (Cag-x(POs)s-x(OH)2) (DESCAMPS et al, 2008). A presenca do TCP ndo influencia
negativamente as propriedades bioldgicas da HA, uma vez que o TCP é uma ceramica
bioreabsorvivel.

Nenhum pico referente ao sulfato de célcio hemidratado ou dihidratado foi observado,
evidenciando que a conversao do gesso em fosfato de célcio foi completa.

Segundo analise dos picos de maior intensidade péde-se medir o percentual de TCP
presente na HA. Esse valor é de 15% de TCP, desse modo apesar de se tratar de um fosfato de
calcio bifasico (BCP), sera utilizada a denominacdo HA, para a fase ceramica.

O espectro de infravermelho da hidroxiapatita calcinada a 900°C é mostrado na figura
4.7. Podem ser observadas as bandas de absorcéo relacionadas aos grupos da hidroxila
localizadas em 3571 e 632 cm™. Os grupos fosfatos foram localizados em 1091, 1045, 962 e
569 cm™*. A totalidade da conversdo do gesso em HA pode ser mais uma vez evidenciada pela
ndo obsevancia das bandas de absorcdo caracteristicas dos grupos sulfato, pertencentes a

estrutura do gesso.
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Figura 4. 7- Espectro de infravermelho da HA calcinada a 900°C.
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A andlise de espectroscopia de energia dispersiva realizada nos pds de HA calcinados é

mostrada na figura 4.8, onde podem ser vistos apenas 0s picos referentes ao calcio e ao

fosforo. Nenhum pico referente ao enxofre foi observado.
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Figura 4. 8- Espectro de energia dispersiva para o p6 da HA calcinada a 900°C.

A microestrutura dos pds de HA é mostrada na figura 4.9. As particulas do p6 consistem

de aglomerados com formato de pequenas placas circulares. E possivel observar também que

estas particulas sdo porosas.

Figura 4. 9- Morfologia do pdé da HA apés a calcinacéo.

4.2- Compositos PHB/HA obtidos via compressao a quente
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Os compositos de matriz polimérica PHB/HA obtidos via compressdo a quente,
comprimidos a 155°C e 165°C foram caracterizados tanto com relacdo a suas propriedades
fisicas e mecénicas, quanto com relacdo as propriedades bioldgicas, nesse caso para aqueles
produzidos apenas a 165°C, de modo a identificar a influéncia da adi¢do de hidroxiapatita
nessas propriedades.

4.2.1- Caracterizacao estrutural e mecénica.

A figura 4.10 apresenta as micrografias das amostras PHB/HA (0, 10, 20 e 40% massa
de HA), produzidos a 155°C.

500 um

Figura 4. 10- Morfologia da superficie de fratura dos compésitos PHB/HA produzidos a 155°C, em (A) (0%),
(B) (10%), C) (20%) e D) (40%).
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Na Fig. 4.10-A é mostrada a microestrutura da superficie das amostras de PHB puro.
Pode-se observar uma superficie irregular que evidencia uma conformacdo incompleta das
particulas de po utilizadas. As figuras 4.10-B, 4.10-C e 4.10-D, mostram a microestrutura dos
compésitos PHB/HA (10), PHB/HA (20) e PHB/HA (40) prensados a 155°C,
respectivamente. Pode notar-se uma distribuicdo homogénea das particulas da HA na matriz
polimérica. E possivel verificar que com a adicio de HA, ocorre o preenchimento dos poros,
resultantes do processo de prensagem.

A figura 4.11 apresenta a microestrutura das amostras prensadas a 165°C, onde ndo se
verifica que o aumento da temperatura de prensagem, para 165°C, promoveu uma melhora
expressiva da conformacéo das particulas do PHB.

Figura 4. 11 - Morfologia da superficie de fratura dos compoésitos PHB/HA produzidos a 165°C, em (A) (0%),
(B) (10%), C) (20%) e D) (40%).

No entanto, observando-se o gréafico da porosidade geométrica para as amostras
prensadas a 155°C e 165°C, mostrado na figura 4.12, verifica-se que as amostras prensadas a
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165°C apresentaram menores valores de porosidade que as amostras prensadas a 155°C,

independente da porcentagem de HA adicionada.
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Figura 4. 12— Variacdo de porosidade dos compdsitos PHB/HA preparadas & 155 e 165°C, em funcdo da
quantidade de HA.

A figura 4.13 apresenta as microestruturas das amostras produzidas com o polimero
purificado e prensadas a 165°C. Onde pode ser visto que a retirada dos monémeros e dos
oligbmeros do PHB ndo influenciou no processo de conformacdo das amostras. As
microestruturas dessas amostras sdao similares aquelas produzidas com polimero néo
Purificado.

Comparando-se a porosidade das amostras prensadas a 165°C com o polimero
purificado e ndo purificado, figura 4.14, pode ser visto que os valores de porosidade séo
extremamente proximos para todas as amostras, independente do montante de HA adicionado.
O aumento da porosidade das amostras com 0 aumento da quantidade de HA, pode ser
explicado devido a porosidade das particulas de HA (figura 4.9). Desse modo quanto maior o

montante de particulas adicionado, maior a porosidade resultante das amostras.
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Figura 4. 14- Variacdo Porosidade dos compésitos PHB/HA e PHBp/HA, prensados a 165°C, em funcgéo da
quantidade de HA.
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O comportamento mecéanico das amostras de PHB e PHB/HA foi avaliado através de

ensaios de resisténcia a compresséo (oc) e a flexdo (o). A figura 4.15 apresenta os resultados

dos ensaios mecanicos para as amostras prensadas a 155 e 165°C.

[

Tensao ¢ (MPa)

Tensao o, (MPa)

Figura 4. 15- Resisténcia mecénica dos compoésitos PHB/HA produzidos a 155 °C e 165°C
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Pode ser verificado que as amostras prensadas a 165°C apresentaram melhores valores
de resisténcia mecanica. Essas amostras atingiram um valor maximo de o¢ = 23,67 2,1 MPa

e o= 1,048 £0,12 MPa para o PHB puro e 6. = 16,35 £2,1 MPa e o7 = 0,88 0,55 MPa para
0 compdsito com 10% em massa de HA. A Adicdo de HA promoveu uma diminuicdo dos
valores de resisténcia mecéanica, o que esta interligado com o aumento da porosidade
geomeétrica dos corpos rigidos devido ao aumento da quantidade de particulas do reforgo, pois
com 0 aumento na quantidade de HA ocorre, consequentemente, uma reducdo na quantidade

de polimero, fazendo com que promova uma menor conformacgdo das amostras. As amostras

prensadas a 155 °C atingiram uma resisténcia maxima de 6¢ = 19,23 +1,54 MPa e 6f= 0,98

+0,05 MPa para o PHB puro e 6.=8,09 +1,44 MPa e &f = 0,37 0,02 MPa para a amostra
PHB/HA (10).

Valores inferiores de resisténcia mecéanica, aos encontrados no trabalho atual, foram
descritos por Hayati et al., (2011), os quais trabalharam com o PHB fundido. Hayati et al.,
(2011), constataram que o aumento da quantidade de particulas de HA promove um aumento
significativo na resisténcia mecénica das estruturas porosas produzidas de PHB reforgada com
HA. Para amostras preparadas na propor¢do 100:0 (PHB/HA) foi encontrado uma resisténcia
a compressédo de 2,14 0,11 MPa, para a proporcao de 95:5 (PHB/HA) o valor foi de 2,55 +
0,13 MPa e para os compdsitos produzidos na proporcao de 90:10 (PHB/HA) foi encontrado
0 compdsito com maior resisténcia mecanica preparado por esse método, atingido um valor de
3,18 £ 0,24 MPa. Segundo o autor, 0 aumento significativo nas propriedades mecénicas dos
compositos em comparacdo com PHB puro, foi atribuido a dispersdo homogénea de HA na
matriz. A area da superficie interfacial elevada e a distribuicdo homogénea das particulas da
HA funcionam como reforgo atuando no mecanismo de transferéncia de carga entre a matriz e
as nanoparticulas de HA, que resulta na melhoria das propriedades mecanicas dos compositos.
A porosidade dos compositos preparados por este método foi cerca de 77, 2 a 77,5%.
Diferente do resultado encontrado por Hayati et al., (2011), o trabalho atual obteve resultados
que demonstram que com a adicdo de particulas de HA a resisténcia mecanica do compdsito é
reduzida, evidenciando que a adicdo das particulas de HA funcionou como defeito na matriz
polimérica.

Galego et al. (2000) descreveram em seus estudos valores de resisténcia a compressao,

para compositos PHB/HA com 30% em massa de HA, de 67 MPa. Nesse trabalho os corpos
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de provas foram produzidos via compressdo, a uma temperatura de 180°C, 5° acima da
temperatura de fusdo do polimero. Onde foram utilizados corpos de prova com geometria
cilindrica com didametro de 8 mm e altura de 10 mm, no trabalho atual foram utilizados corpos
de prova com uma relacdo de altura duas vezes maior que aresta da base, o que influencia no
resultado de resisténcia mecéanica. Outro fator importante é a temperatura de compressdo
utilizada por Galego et al., (2000), acima da temperatura de fusdo do PHB. Dessa forma,
espera-se a fusdo total do polimero e, consequentemente, menores valores de porosidade.
Entretanto essa propriedade ndo foi medida no trabalho de Galego et al., (2000).

Outros estudos realizados com compositos a base de PHB/HA foram desenvolvidos por
Doyle et al., (1991), nesse trabalho os compdsitos foram produzidos utilizando o PHB como
matriz polimérica, onde o PHB foi misturado com 2,52 e 5,04 gramas de HA. Os pés entdo
foram moldados por injecdo a uma temperatura entre 167 e 170°C. Foi observado que o
aumento na quantidade de particulas de HA provocou uma reducdo na resisténcia mecanica
do compdsito, confirmando a tendéncia encontrada no presente trabalho.

Comparando-se os compositos preparados a 155 e 165°C, figura 4.14, percebe-se que a
temperatura teve um efeito positivo, no que diz respeito a resisténcia mecanica (oc € of),
notando-se também a diminuicdo de porosidade com aumento da temperatura.

Pdde ser verificado que o processo de purificagdo do PHB, promoveu a diminuigéo na
resisténcia mecanica das amostras, como pode ser visto na figura 4.16. Indicando que o
processo de extracdo dos acidos carboxilicos presentes na estrutura do PHB ocasionou uma
reducdo na resisténcia mecanica dos compositos. Esse efeito deve-se a menor temperatura de
fusdo dos mon6émeros e oligdbmeros o que promove uma melhor conformacdo dos polimeros
ndo purificados. Acidos carboxilicos sdo utilizados como plastificante que tém por funcéo
conferir propriedades elastoméricas ao produto acabado, ou seja, aumentar a flexibilidade das
cadeias poliméricas (SANDER, 2010). A conformacdo por aquecimento, neste caso do
compdsito com matriz PHB, fez com que houvesse a penetragdo das moléculas do
plastificante entre as cadeias do polimero, adquirindo uma maior consisténcia, assim, com 0
resfriamento as amostras atinge e uma maior resisténcia mecanica.

A andlise de DSC (figura 4.3) mostrou que a temperatura de fusdo dessas pequenas
cadeias € de 135°C, ja para 0 PHB é de 165°C. As amostras produzidas com o polimero
purificado atingiram um valor de .= 20,65 £1,7 e 6c = 12,82 +0,52 MPa para o PHBp sem

reforco e PHBp com 10% de reforco, respectivamente. Para os materiais produzidos com o
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PHB nao purificado os valores atingidos de resisténcia a compressao foram de 6c= 23,67 +2,1
MPa para o PHB puro e oc= 16,35 2,1 MPa para o compésito PHB/HA (10). Os maiores
valores atingidos para resisténcia a flexdo foram de or= 1,048 +0,12 para o PHB puro e de 6=
0,94 +0,16 para o composito PHB/HA (10). A tabela 4.1 apresenta os valores de resisténcia

mecanica dos materiais obtidos.

Tabela 4. 1- Valores da resisténcia mecanica dos materiais produzidos via compressdo a

guente.
Amostras G (MPa) ce(MPa)
PHE 236721 1,048 +0.12
PHEHA (10) 163521 0.04 0 16
PHE'HA (200 1338 +1.1 0,33 0,04
PHE'HA (400 1047 +1.0 0,33 £0,03
PHBEp 2063 £17 1.01 402
PHEpHA(10) 12,324,532 0.88 20,03
PHEpHA (200 031 +1 43 0,77 H),10

Os resultados apresentados na figura 4.15 mostram, que com o0 aumento da temperatura
de prensagem, ha um aumento significativo na resisténcia mecanica dos compdsitos PHB/HA
e PHBp/HA, este comportamento pode ser explicado devido a uma maior conformacédo das
amostras adquiridas pelo aumento da temperatura.

A diminuicdo na resisténcia mecéanica dos compdsitos com o aumento em massa da
quantidade de particulas de HA pode ser explicado pela dissipacdo de energia, que se
manifesta como atrito interno ou de amortecimento de um material polimérico, uma vez que
as particulas da ceramica ndo sofreram este efeito, quando prensadas a essa temperatura. Em
um composito com matriz de polimero, a dissipacdo de energia pode vir a romper a interface
matriz-reforco, ja que esses estdo unidos por ligagdo mecénica. A adicdo da bioceramica pode

ter limitado a mobilidade da fase amorfa do polimero e, consequentemente, reduziu o
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amortecimento dos compositos, pois 0 aumento da quantidade da bioceramica reduziu o

volume do polimero e, assim, o amortecimento do composito (CHEN e WANG, 2002).
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Figura 4. 16- Resisténcia mecéanica dos compdsitos PHB/HA e PHBp/HA, produzidos a 165°C, em (A)

compresséo e (B) flexao.
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4.2.2- Caracterizacdo bioldgica

A caracterizacdo biologica teve como objetivo observar as mudancas na superficie do
material e em suas propriedades mecanicas apos diferentes periodos de imersdo em SBF. A
figura 4.17 apresenta as amostras de PHB puro prensadas a 165°C, imersas por diferentes
periodos de tempo na solugdo de SBF. A figura 4.17-A corresponde ao PHB antes da imers&o,
ja a figura 4.17-B apresenta o PHB ap6s imersdo em SBF por 1 dia, onde se nota o
aparecimento de novas particulas, indicando o inicio da formacéo de cristais de apatita sobre a

superficie de PHB.

Figura 4. 17- Morfologia da superficie das amostras PHB, em (A) PHB antes da imers&o, (B) imersao por 1 dia
C) por 7 dias D) por 14 dias.

A composicao quimica destas novas particulas pode ser confirmada pela anélise de EDS
mostrada na figura 4.18, onde pode ser visto os picos referentes ao fosforo e ao calcio.
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Apos 7 dias de imersdo, figura 4.17-C, observa-se que a fase depositada apresenta uma
morfologia globular e cristais maiores que aqueles observados ap6s 1 dia de imersdo. No
entanto a composicdo quimica permaneceu idéntica, 4.18-C. A morfologia globular é
comumente reportada na literatura para a HA biomimética (NI e WANG, 2002). Chen e
Wang, 2002 também observaram morfologia similar para compoésitos HA/PHB, porém
somente apds 28 dias.

A figura 4.17-C, corresponde a 7 dias de imersdo, observa-se uma camada de fosfato de
calcio mais uniforme e continua do que observada na figura 4.17-B. Para o 7° dia € mais
evidente, na superficie, a formagdo de aglomerados esféricos. Esta caracteristica se manteve
para as amostras imersas por 14 dias, 4.17-D. Roether et. al, 2002, encontraram morfologia
similar para compdsitos porosos PDLLA/Bioglass®, no entanto a morfologia globular
encontrada sO foi observada apds 28 dias. No trabalho atual, nota-se que o crescimento de
cristais de apatita na superficie do material, ocorre a partir do 1° dia de imersdo, onde é
observada que, ap6s 7 dias, cresceu formando a estrutura globular caracteristica.

A formacdo de pequenos nucleos de cristalizacdo e sequencialmente crescimento dos
cristalitos, deve-se pela deposicao sucessiva de &tomos na sua estrutura, oriundos da solucéo.
Em algumas amostras foi identificada a presenca de grande quantidade de ndcleos de
cristalizacdo referente a apatita, este comportamento pode estar associado ao estado de
saturacdo do sistema (definido como a razdo do produto de atividade iénica e o produto de
solubilidade no equilibrio) que exerce grande influéncia no processo de nucleacdo e
crescimento em processos de precipitacdo ou cristalizacdo de uma fase sélida a partir de uma
solucéo. Os fendmenos de nucleagdo e crescimento de cristais competem entre si (RIBEIRO,
2003).

A concorréncia entre esses dois fenbmenos, em diferentes estados de saturacdo
determina o tamanho e a morfologia do cristal. Esse fato pode esclarecer o comportamento
das amostras, nas quais 0s precipitados iniciais sdo instaveis, que pode se atribuido pelo fato
dos nacleos ndo atingirem o raio critico necessario para formacéo de ndcleos estaveis, sendo
dissolvidos e reprecipitados. Se em meio biologico incidir a mesma situagdo que correu com
as amostras PHB/HA, ou seja, a presenca de ndcleos pequenos pode desencadear a rapida
acao dos macrofagos, que tendem a realizar o processo de fagocitose, resultando em uma
maior tendéncia a reabsorgdo, fazendo com que haja um estimulo para o crescimento 6sseo

(Ribeiro, 2003).
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As camadas formadas sobre a superficie das amostras se mostraram mais interligadas e
coesas com o0 aumento de dias, podendo assim melhorar a adesdo do material ao 0sso, se

implantado.

Intensidade (cps)

Intensidade (cps)

Intensidade (cps)

Intensidade (cps)

Figura 4. 18- EDS das amostras PHB produzidas a 165°C. Em (A) PHB antes da imersdo, (B) imersao por 1 dia
(C) por 7 dias e (D) por 14 dias.

Os resultados de EDS confirmam a formacdo de uma camada rica em Ca e P. Os
espectros de EDS das amostras de PHB puro antes e ap6s os diferentes tempos de imersdo em
SBF estdo mostradas nas figuras 4.18-A, 4.18-B, 14.18-C e 4.18-D. Os picos mais intensos
correspondem a presenca de Ca e P. O EDS obtido das amostras PHB puro observados por 1

dia em solucdo, apresentou picos referentes aos elementos quimicos Ca, P, Si e Cl, o pico
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correspondente ao elemento P aparece muito pequeno, como mostra a figura 4.18-B. O EDS
correspondente as amostras imersas por 7 e 14 dias, apresentaram picos intensos de P e Ca em
todas as amostras. No entanto, podem ser vistos picos referentes aos elementos Si e Cl,
figuras 4.18-C e 4.18-D, respectivamente. A presenca do Si deve-se a utilizacdo do
desmoldante, que foi usado para a retirada dos corpos de prova do molde.

As micrografias, realizadas para as amostras preparadas com o PHB purificado, podem
ser observadas nas figuras 4.19. O aparecimento de pequenos cristais é notavel no 1° dia
(figura 4.19-B), porém apo6s 14 dias de imersdo, a presenca de cristais € mais evidente (figura
4.19-D). Comparando-se as figuras 4.17, para o PHB n&o purificado e 4.19 para o PHB
purificado (PHBp), podem-se observar que as amostras ndo purificadas apresentaram maior
formacdo de apatita na sua superficie, evidenciando que os acidos carboxilicos presentes no

PHB, tiveram uma influéncia positiva na formacéo da apatita biomimética.

Figura 4. 19- Morfologia da superficie das amostras PHBp, em (A) PHBp antes da imersao, (B) imersédo por 1
dia C) por 7 dias D) por 14 dias.
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A presenca do P e Ca, na superficie das amostras imersas por 1, 7 e 14 dias em SBF
foram confirmadas através do EDS. Picos referentes a P, Cl e Si podem ser visualizados
(figura 4.20).

A figura 4.20 apresenta a superficie dos compositos PHB/HA (10), antes da imerséo e
apos a imersdo em SBF (1, 7 e 14 dias). Ap6s o 1° dia de imersdo, figura 4.21-B, poucos
cristais depositados podem ser visualizados na superficie do compdsito. Apds 7 dias de
imersdo, figura 4.21-C, observa-se uma maior nimero de particulas depositadas e formacéo
de uma pelicula globular. Apds 14 dias de imersao, figura 4.21-D, a superficie do composito

apresenta uma camada uniforme de apatita biomimética.

Intensidade (cps)

Intensidade (cps)

Intensidade (cps)

Intensidade (cps)

Figura 4. 20-- EDS das amostras PHBp produzidas a 165°C, em (A) PHBp antes da imerséo, (B) imerséo por 1
dia C) por 7 dias e D) por 14 dias.
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As micrografias referentes aos compdsitos PHBp/HA (10), antes e ap6s imersdo em
solucdo SBF, estdo apresentadas na figura 4.22. Comparando-se a figura 4.22-A, a qual se
refere a0 composito antes da imersdo e apOs a imersdo, nota-se a formacdo de pequenos
cristais na superficie da matriz ja no 1° dia de imerséo, para o 7° e 14 ° dia, observa-se uma
mudanga na morfologia dos cristais, adquirindo uma forma globular, caracteristica das
apatitas.

Figura 4. 21- Morfologia da superficie dos compdsitos PHB/HA (10) imersos em SBF por (A) 0, (B) 1, (C) 7 e
(D) 14 dias.

Apos 14 dias, uma camada de apatita biomimética quase completa é visivel. A formacéo
de muitos cristais, ja no 1° dia de imersdo é relativamente alto quando comparado com as
amostras feitas somente com PHB e PHBp, a presenca de apatita biomimética aumenta
ligeiramente ap6s 7 dias de imersdo. Apds 14 dias ocorre um aumento da camada de apatita

precipitada, bem maior quando comparada com as amostras produzidas somente com PHB.
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Figura 4. 22- Morfologia da superficie dos compoésitos PHBp/HA (10) imersos em SBF por (A) 0, (B) 1, (C) 7 e
(D) 14 dias.

As micrografias apresentadas na figura 4.23 sdo referentes aos compdsitos PHB/HA
(20). Assim como as amostras PHB/HA (10), os compdsitos preparados com 20% em massa
de HA apresentaram, ap6s o 1° dia de imersdo, precipitacdo de pequenos cristais. Apds 7 dias
de imersdo ndo pode ser observada nenhuma alteracdo significativa na microestrutura dos
compositos. Apds 14 dias de imersdo em SBF, pdde evidencia-se um aumento significativo de
deposicao de particulas, formando uma camada de apatita.

As amostras PHBp/HA (20) produzidas com PHB purificado, apresentaram morfologia

de particulas depositadas, semelhante as das amostras PHB/HA (20).
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Figura 4. 23- Morfologia da superficie dos compoésitos PHB/HA (20) imersos em solucdo SBF (A) por 1 dia
(B), 7 dias (C) e (D)14 dias.

Na figura 4.23 pode ser visto que a deposicdo de apatita biomimética aumenta com o
aumento de dias de imersdo. Trabalhos como o de Chen e Wang (2002) em que se realizou
estudo in vitro, mostram através de analises como DRX e FTIR, que compositos a base de
PHB-HV e HA formam na superficie uma apatita carbonatada que é semelhante em

composicgdo e estrutura da apatita do 0sso.
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Figura 4. 24- Morfologia da superficie dos compdsitos PHBp/HA (20) imersos em solugdo SBF (A) por 1 dia
(B), 7 dias (C) e (D)14 dias.

A superficie dos compdsitos PHB/HA (40) é mostrada na figura. 4.25, como era
previsto, estes compositos apresentam uma maior concentracdo de particulas dispersas na
matriz polimérica. Apds o 1 dia em SBF, figura 4.25-B, 0 comp0sito mostrou-se ativo com o
meio, apresentando alguns pequenos cristais em sua superficie. Apos o 7° dia de imersao, 0s
cristalitos estdo presentes e maior quantidade, como é mostrada na figura 4.25-C. A figura
4.25-D apresenta a micrografia dos corpos apds 14 dias de imersdo, onde podem ser
visualizadas particulas com morfologia diferentes. Obtiveram-se cristais de apatita
biomimética, recobrindo a superficie com morfologia caracteristica das fases OCP (Fosfato
octocalcio), este pode ser caracterizado por cristais orientados perpendicularmente,
semelhantes a agulhas (DEKKER et al., 2005).

A avaliagdo da superficie dos compositos apds diferentes dias de imersdo em SBF
confirmou a bioatividade de todos em SBF. N&o foi possivel visualizar formagdo de novos

poros ou cavidades para os diferentes tempos de imersdo, 0 que corresponderia a degradacao
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que o PHB apresenta. Trabalno como o de Mendonca (2008) relata uma lenta taxa de

degradacdo do PHB que ocorre apos 30 dias de imersdao em SBF.

Figura 4. 25- Morfologia da superficie dos compositos PHB/HA (40) imersos em solucdo SBF (A) por 1 dia
(B), 7 dias (C) e (D)14 dias.

Uma avaliacdo indireta da degradacdo da matriz polimérica, assim como a formacao de
uma camada de apatita, foi realizada a partir da pesagem das amostras antes e ap0s imersdo
em SBF por diferentes periodos. A figura 4.26 apresenta as curvas da variacdo de massa para
as amostras produzidas com o PHB purificado e ndo purificado, figuras 4.26-A 4.26-B
respectivamente, com Vvérias propor¢des de HA. A ocorréncia da degradacdo do PHB
juntamente ao processo de precipitacdo da apatita biomimética na superficie resulta em um
processo simultaneo de perda e ganho de massa, respectivamente, que podem mascarar a
variacdo de massa das amostras.

Na figura 4.26-A, pode-se observar que as amostras produzidas com o polimero nédo

purificado praticamente ndo variou a massa, independentemente com o tempo de imersdo em
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SBF. A amostra PHB/HA (40), no entanto, apresentou um expressivo ganho de massa de 4%
apos imersdo por 14 dias.
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Figura 4. 26- Variacdo em massa dos compoésitos PHBp/HA, apos imersdo em SBF

As amostras com 40% de HA apresentaram uma maior ganho de massa devido a

natureza bioativa de HA, subsequentemente estas amostras apresentaram uma menor fracdo
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do polimero que resulta em uma menor perda de massa para uma taxa de degradacéo
constante.

A degradacdo polimérica ocorre principalmente por hidrolise quimica das cadeias
instaveis. Para polimeros semicristalinos a degradacdo ocorre quando a agua penetra na
superficie do polimero, quebrando as cadeias da fase amorfa, transformando grandes cadeias
em cadeias menores e sequencialmente em fragmentos sollveis, ocasionando a cisdo
hidrolitica das cadeias poliméricas. Nesta fase ocorre perda de massa molar da fase amorfa,
mas sem grande perda das propriedades mecanicas (BIDONE, 2008).

As micrografias da superficie mostradas nas figuras 4.17, 4.19, 4.21, 4.22, 4.23, 4.24 e
4.25 apresentam a formacdo de apatita ja a partir do 1° dia de imersdo, de modo que seria
esperado um ganho de massa mais expressivo. O PHB esta sujeito a sofrer o processo de
degradacédo que pode promover a reducdo de sua massa.

O comportamento mecanico das amostras foi avaliado via resisténcia a compressdo e a
flexdo por diferentes dias em SBF, figura 4.27. Pode-se observar que apés 1 dia de imersdo
ocorre uma diminuicdo das propriedades mecanicas das amostras. No entanto, com o aumento
do tempo de imersdo, é visivel uma tendéncia de aumento da resisténcia mecéanica. A
resisténcia a flexdo, figura 4.27-B apresenta diminuicdo mais expressiva apés o 1 ° dia de
imersdo em SBF, devido a maior sensibilidade da resisténcia a flexdo a presenca de trincas
provocadas pela degradacdo da matriz polimérica ou dissolucdo dos cristais de HA. As
amostras apresentam comportamento mecanico similar com o aumento dos dias de imerséo,
independentemente da quantidade de HA preexistente nas amostras, indicando que o0 aumento
da quantidade de refor¢co ndo induz nenhuma tendéncia a0 aumento da resisténcia mecénica

dos compositos.
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Figura 4. 27- Resisténcia mecéanica dos compdsitos PHB/HA ap6s a imersdo em SBF. Em (A) a compressdo e
(B) flexao.

O comportamento mecanico é condizente com o comportamento da porosidade em
funcdo dos dias de imersdo (figura 4.28). Nesta figura, pode-se observar que a porosidade
aumenta apos o 1° dia de imersdo, independentemente da quantidade de HA, isso indica uma
degradacdo inicial da matriz polimérica e/ou dos cristais de HA utilizadas como refor¢o. Com

0 aumento de dias de imersdo ocorreu uma diminuigdo da porosidade provocada pela
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formacdo de uma camada de HA biomimética que preenche os poros superficiais aumentando

a resisténcia das amostras.
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Figura 4. 28- Porosidade dos compositos PHB/HA apds imersdo em SBF.

O mesmo comportamento mecanico pode ser observado para as amostras produzidas
com o polimero purificado, figura 4.29, onde pode ser visto novamente uma queda da
resisténcia mecénica ap6s o 1 ° dia de imersdo, seguida de uma tendéncia ao aumento da

resisténcia, com o aumento do tempo de imersao.
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Figura 4. 29- Variacdo da resisténcia mecénica (A) a compresséo e (B) flexdo dos compositos PHBp/HA (a),

apos, imersdo em SBF.

A figura 4.30 apresenta 0 comportamento da porosidade para os diferentes dias de
imersdo em SBF, nota-se comportamento semelhante as amostras preparadas com o PHB nédo
purificado.

Trabalhos como o de Doyle et. al, 1991, mostram uma diminuicdo da resisténcia
mecanica de compositos como PHB/HA apos a imersdo em solucdo salina tamponante, em

que essa diminuicdo pode ser explicada pela introducdo de moléculas de &gua na cadeia
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polimérica. A adicdo de agua provoca 0 um aumento no volume do polimero e,

consequentemente, promove a quebra de cadeias, diminuindo a resisténcia do polimero.
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Figura 4. 30- Variagdo de porosidade dos compositos PHBp/HA ap6s imersdo em SBF.

4.3- Caracterizacao dos Compdésitos HA/PHB Produzidos Via Infiltracédo

4.3.1- Caracterizacdo mecénica

Com o objetivo de melhorar as propriedades mecéanicas das amostras monoliticas de

HA, foi infiltrado o PHB fundido em amostras de diferentes porosidades. Para a obtencao de

diferentes niveis de porosidade foram preparados corpos verdes de HA com diferentes

guantidades de parafina, que foram sinterizadas a 1100°C ou 1200°C.

A figura 4.31 apresenta as propriedades mecénicas das amostras, antes e apds o

processo de infiltracdo, onde pode ser visto que ocorreu um aumento significativo da

resisténcia mecénica das amostras, apos o processo de infiltragéo.
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Figura 4. 31- Compdsitos HA/PHB produzidos por infiltragdo em (A) resisténcia & compressao e (B)

porosidade.

As amostras sinterizadas a 1200 °C atingiram maiores valores de o¢ apés a infiltracao,
onde pode ser observado um aumento de mais de 400% para as amostras produzidas com 10%
de parafina. Essas amostras partiram de um valor de 19,0 £4,7 MPa antes da infiltragéo para

valores de 83,0 4,41 MPa ap0s a infiltragdo. Este aumento estéd intimamente relacionado com
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0 preenchimento dos poros que resulta em melhor transmissdo de carga, aumento da
tenacidade, além do preenchimento de defeitos superficiais.

Diferente deste trabalho, que utilizou polimero fundido, Fedotov et al. (2011)
desenvolveram corpos porosos a base de TCP e HA em que esses foram infiltrados por
solucdo de quitosona. O trabalho de Fedotov et al. (2011) mostrou, que ao introduzir esta
solucdo, a resisténcia mecénica a compressdo aumenta significativamente com o aumento da
concentracdo de quitosana na solucdo. Isto ocorre devido ao preenchimento de falhas e de
poros, 0 que esta intrinsicamente ligado ao comportamento mecanico destes materiais.

A figura 4.32 mostra a superficie de fratura das amostras de HA porosas antes e apos a
infiltracdo do biopolimero. A figura 4.32-A apresenta a HA sinterizada a 1100 °C, em que se
utilizou 3 % de parafina em massa, pode-se observar a morfologia dos graos e a presenca de
porosidade. A figura 4.32-B mostra a superficie de fratura da HA ap6s o processo de
infiltracdo, onde € possivel visualizar a presenca do polimero residual, que preencheu parte
dos poros preexistentes no material. Os corpos de prova de HA produzidos com 5% a 1100
°C, antes e apos a infiltracdo estdo apresentados nas figuras 4.32-C e 4.31-D respectivamente
e as amostras preparadas com 10% de parafina sinterizados a 1100 °C estdo apresentadas nas
figuras e 4.32-E e 4.32-F. Através das micrografias, € possivel confirmar a introdugdo do
PHB.

A figura 4.33 apresenta a superficie de fratura das amostras de HA sinterizadas a
1200°C, antes e ap6s a infiltracdo do PHB, onde se pode confirmar a incorporacdo do
polimero. A figura 4.33-A mostra a HA porosa antes da infiltracdo e a figura 4.33-B apds a
infiltracdo, através dessa figura confirma-se a introducdo do PHB. O mesmo ocorre com as
amostras produzidas com 5 e 10% de parafina produzidas a 1200°C, apresentadas nas figuras
4.33-C, 4.33-D, 4.33-E e 4.33-F.

A introducdo de poros na HA facilita a proliferacdo celular, alojando macrocélulas
Osseas, com isso introduzindo matriz extracelular contribuindo para a fixagcdo do implante e
consequentemente adquirindo uma maior resisténcia mecanica (DACULSI et al., 1989). A
introdugdo de um polimero biodegradavel como precursor a melhora da resisténcia mecanica
da HA, que ird conferir uma maior resisténcia mecénica quando implantada, ao passo que o
PHB se degrada, ocorre a liberagdo de substancias que auxiliam na producdo de matéria
organica (ROSA et al., 2006), a medida que o polimero se degrada, ocorre a abertura dos

poros que permitem a fixacdo das células.
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Figura 4. 32- Morfologia da superficie de fratura das amostras sinterizadas a 1110°C, antes e ap0s a infiltragdo,
em (A) HA_3 1100, (B) HA/PHB _3_1100), (C) HA_5_1100, (D) HA/PHB _5_1100), (E) HA_10_1100 e (F)
HA/PHB_10_1100.
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Figura 4. 33- Morfologia da superficie de fratura das amostras sinterizadas a 1200°C, antes e apos infiltragao,
em (A) HA_3_1200, (B) HA/PHB_3_1200, (C) HA_5_1200, (D) HA/PHB_5_1200, (E) HA_10_1200 e (F)
HA/PHB_10_1200.

As amostras sinterizadas a 1100 °C apresentaram maiores valores de porosidade devido
a uma sinterizacdo parcial das particulas. Estas amostras apresentaram maior incorpora¢do do

by

PHB. Isto se deve & maior presenca de poros. Uma maior diminuicdo de porosidade
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concomitante ao aumento de resisténcia mecéanica a compressdo que passa de 11, 91 +1,96
MPa para a amostra de HA_10 1100 para 33,86 £3,69 MPa, ap0s a infiltracdo.

No presente trabalho, a quantidade maxima de PHB infiltrado foi de 1,02 g, para as
amostras HA 10 1100, estas amostras atingiram o maior valor de resisténcia mecanica apés a
infiltracdo, quando comparada com amostras produzidos a mesma temperatura de
sinterizagdo, atingindo o valor de 33,86 + 3,69 MPa .

Os compositos produzidos a 1200°C, em geral, obtiveram o melhor comportamento
mecanico, visto que possuem uma menor quantidade de poros. Nesses compdsitos notou-se
um menor teor de preenchimento dos poros pela infiltracdo do PHB, porém o composito
HA/PHB_10 1200, atingiu o melhor resultado, chegando a um valor de 83 + 4,3 MPa.
Trabalhos realizados por Martinez-Vazquez et al., (2010), utilizando o método de
robocasting, mostram que a introducdo dos biopolimeros PCL e PLA em estruturas porosas
de TCP promoveu um aumento na resisténcia a compressdo das amostras monoliticas de TCP,
onde os compdsitos preparados com TCP e PCL, atingiram uma resisténcia mecénica a
compressdo de 60 MPa e os compdsitos produzidos com TCP e PLA atingiram uma
resisténcia a compressdo de 130 MPa. Analises de DRX realizadas nas amostras que
apresentaram maior resisténcia mecanica comprovaram a presenca do PHB, o que pode ser

visto na figura 4.31. A quantidade de PHB infiltrado pode ser vista na tabela 4.2

Tabela 4. 2-Quantidade de PHB introduzido em corpos porosos de

HA de 5,0 £ 0,2 g de massa.
Compésitos Masza de PHE Comp ésitos Maszza de FHE
infiltrado (g} infiltrado (g)
HA/FHE 3 1100 0,50+ 0,16 HAPHE _ 3 1200 0,02 + 0,005
HA/FHE 5 1100 0.851+0,091 HA/PHB 5 1200 0,03+ 0,001
HA/PHBE 10 1100  1.02 +0.,046 HA/PHE _ 10_1200 004+ 0,016
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Um pico referente ao PHB pode ser observado em 26 = 25,52. A intensidade deste pico
aumenta conforme o aumento da quantidade de PHB infiltrada em cada amostra. Além da

presenc¢a do PHB foram identificados picos relativos ao a HA e B-TCP também.
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Figura 4. 34- Difratograma da HA e dos compdsitos HA/PHB produzidos com HA sinterizada & 1200°C antes e

apos a infiltragéo.
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5-CONCLUSAO

De modo a facilitar o entendimento as conclusdes serdo descritas separadamente para as
amostras PHB/HA preparadas via prensagem e para as amostras de HA/PHB preparadas via

infiltracdo do polimero em amostras porosas de HA. Deste modo tém-se:

5.1-Amostras PHB/HA preparadas via prensagem:

As amostras conformadas a temperaturas maiores apresentaram melhores valores de
resisténcia mecanica. Estas apresentam-se mais densas, o que levou a resultados superiores
aqueles produzidos em temperaturas menores de conformacéo.

O processo de purificacdo do polimero provocou um efeito negativo na resisténcia
mecanica das amostras, 0 que se deve a auséncia dos acidos carboxilicos no PHB purificado,
0s quais contribuem como plastificantes, fazendo com que haja uma maior conformacao das
amostras produzidas com o PHB ndo purificado, este efeito deve-se, também, a temperatura
de fusdo, destes &acidos, que é de 135°C. Desta forma, as amostras preparadas com o PHBp
apresentaram uma maior porosidade, colaborando para a reducdo na resisténcia mecanica.

A adicdo de particulas de HA na matriz polimérica promoveu um aumento da
porosidade geométrica dos compdsitos, devido a atuacdo das particulas como defeitos
distribuidos na matriz e a presenca de porosidade existente nas particulas de HA. Portanto, a
porosidade contribuiu para reducdo na resisténcia mecanica dos compdsitos. Assim, quanto
maior a quantidade de particulas de HA, maior sera a porosidade, consequentemente, menor a
resisténcia mecéanica.

A imersdo dos compositos PHB/HA em SBF promoveu uma reducdo da massa apds um
dia de imersdo devido a degradacdo do polimero, principalmente dos mondmeros e
oligdbmeros presentes da estrutura deste. Aumentando-se o tempo de imersdo foi observado

um aumento de massa, decorrente da precipitagdo de uma camada de apatita biomimeética.
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O comportamento mecanico dos compdsitos foi observado apo6s os diferentes dias de
imersdo. Foi constatada que, ap6s o primeiro dia de imersdo, a resisténcia mecanica das
amostras é reduzida, com o aumento no numero de dias de imersdo, a resisténcia tende a
subir, devido a reducdo da porosidade das amostras pela formacdo da camada de apatita
biomimética.

Apos os diferentes dias de imersdo em SBF, foi confirmada a deposicdo de apatita
biomimética na superficie das amostras. O aumento do periodo de imersdo promove um

aumento da camada de apatita biomimética depositada na superficie das amostras.

5.2-Amostras HA/PHB produzidas via infiltracdo do PHB:

A infiltracdo do PHB promoveu um aumento da resisténcia a compressdo das amostras
porosas de HA. Para as amostras produzidas via infiltracdo, constatou-se que quanto maior a
porosidade das amostras maior a quantidade de polimero infiltrado, devido a maior presenca
de espagos vazios no corpo poroso de HA.

Amostras sinterizadas a 1200°C apresentaram menores valores de porosidade e
consequentemente maiores valores de resisténcia, antes de infiltracdo. Apds a infiltracdo estas
amostras atingiram maiores valores de resisténcia devido ao preenchimento dos poros e das

falhas superficiais.
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CompName:Octanoic acid, 1-methyltridecyl ester (CAS) 1-METHYLTRIDECYL OCTANCATE $$
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Hit#:4 Entry:14541 Library:WILEY229.LIB SI:65 Formula:C7 HI3 N O CAS:2073-32-7. MolWeight:127
CompName:2H-Azepin-2-one, hexahydro-3-methyl- (CAS) 3-Methylcaprolactam $3 2-Methyl-6-caprolactam $$ .alpha -Methylcap
lOG

137

Py
%

20 60 100 140 180 220 "'2'66 "-' 300 340 380 420 460 500 540 580
Hit#:5 Entry:54059 Library:WILEY229.LIB SI:64 F ulnClO H16 O3 CAS:6975-17-3 MolWeight:184

CompName:ETHYL EPOXYCYCLOHEXYLIDENE ET,;\TE $$ 1-Oxaspiro[2.5]octane-2-carboxylic acid, ethyl ester (CAS) ET
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GCMS Library ¢
<< Target >> 3 A0

Linc#:T R.Time:33.367(Scan#:3645) MassPeaks:332 BasePeak:55.05(111945) -
RawMode:Averaged 32.908-34.225(3590-3748) BG Mode:Averaged 28.108-28.392(3014-3048)

100-+

279 293305 321 3 405

364 . 38h 430 445457 475 491 506 519 538 335567 581

20 60 100 140 180 220 260 300 340 380 420 . 460 500 . 540 580
Hit:] Entry-225888 Library:WILEY229.LIB SI:81 Formula:C40 H76 N2 06 CAS:0-0-0 MolWeight:681
CompName:ORNITHINE-CONTAINING LIPID $$
100 S ; :
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20 60 100 140 180 220  260. 300 340 380 420 460 SO0 540 580
Hith2 Entry:165600 Library: WILEY229.L1B. SI:72 Formula:C22 H39 N CAS:56630-91-2 MolWeight:333
CompName:Pyrrolidine, 1-(1-oxo-10-octadecynyl)- (CAS) N-OCTADEC-10-YNOYL PYRROLIDINE $$
100 &l .
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Hit#:3 Entry:165599 Library:WILEY229.LIB SI'71 Formula:C22 H39 N O CAS:56630-92-3 MolWeight:333
CompName:Pyrrolidine, 1-(1-0x0-9-octadecynyl)- (CAS) N-OCTADEC-9-YNOYL PYRROLIDINE $$
100 B 5
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2

20 60 100 140 180 220 260 300 340 380 420 460 500 540 580
Hit#:4 Entry:31879 Library:WILEY229.LIB SI.71 Formula:C10 H17 DO CAS:13163-73-0 MolWeight:154
CompName:1-DEUTEROMENTHONE $$
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Hit#:5 Entry:165602 Library:WILEY229.LIB SI70 Formula:C22 H39 N O CAS:56630-90-1 MolWeight:333
CompName:Pyrrolidine, 1-(1-0xo-12-octadecynyl)- (CAS) N-OCTADEC-12-YNOYL PYRROLIDINE $$
100 .
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GCMS Library

<< Target >>

Line#:1 R.Time:36.617(Scan#:4035) MassPeaks:460 BasePeak:43.10(62001) .

RawMode:Averaged 35.542-39.117(3906-4335) BG Mode:Averaged 44.475-44.850(4978-5023)

100-7
4
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204 218 233 230 264 279 299 313 328 342355 373 390 10 426 48

10 50 90 130 170 210 259 290 330 370 410 450 490' 530 570
Hit#:1 Entry:123215 Library:WILEY229.LIB SI:85 Formula:C18 H36 O CAS:143-28-2 MolWeight:268
CompName;9-Octadecen-1-6l, (Z)- (CAS) cis-9-Octadecen-1-0l $$ Oleol $3 Satol $$ Ocenol 35 Sipol O $3 Adol 85 $$ Atalco O $9
100 y

475 40 $17 531 555568 580 593

s il
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Hit#:2 Entry:103575 Library:WILEY229.LIB SI:83 Formula:C12 H21 N 04 CAS:95404-78-7 MolWeight;243
CompName:8-Nitro-11-dodecanolide $$ Oxacyclododecan-2-one, 12-methyl-9-nitro-, (9R*,1258*)-(+-)- (CAS)

100 0
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Hit#:3 Entry:143266 Library:WILEY229.LIB SI:82 Formula:C16 H27 N 04 CAS:86572-48-7 MolWeight:297
CompName:6-Nitro-cylohexadecane-1,3-dione $$ 1,3-Cyclohexadecanediore, 6-nitro- (CAS)
100~
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s C }
121 135 140 " 251
i
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Hit#:4 Entry:121795 Liprary:WILEY229.LIB SI:82 ‘Formula:C18 H34 O CAS:5090-41-5 MolWeight:266
CompName:9-Octadecenal (CAS) Octadeceny] aldehyde $$ -
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Hit#:5 Entry;125968 Library:WILEY229.LIB SI:81 Formula:C17 H33 CL CAS:56554-80-4 MolWeight:272
CompName:8-Heptadecene, 1-chloro- (CAS) -
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