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RESUMO

Candelorio, PD. Avaliacdo de compdsitos de poliuretana de mamona e vidros bioativos
dopados com e sem prata, como material protético. Campo Grande; 2011. [Tese-
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

O desenvolvimento de novos biomateriais € uma &rea multidisciplinar e tem como foco
principal a melhoria da qualidade de vida das pessoas. O polimero de mamona é
biocompativel e ja é utilizado como substituto ésseo. Porém, a sua composicdo pode ser
melhorada utilizando cargas de reforco como os vidros bioativos visando uma neoformacéo
Ossea mais rapida e de qualidade. Neste trabalho, um estudo amplo do biocompoésito
poliuretana de mamona (PU) e vidro bioativo (VB) de composicdo 60%Si — 36%CaO -
4%P,0, (% em mol) foi realizado. Utilizou-se tanto VB puro como dopado com vérias
concentracdes de prata (VBAQ). As particulas de VB e VBAg foram preparadas pelo método
Sol-Gel. Este estudo se mostrou bastante complexo, uma vez que se caracterizaram
primeiramente as propriedades fisico-quimicas dos vidros bioativos, em seguida as
propriedades fisico-quimicas de seus compositos com PU e, finalmente, as propriedades
bioldgicas dos compositos in vivo em fémures de ratos e in vitro utilizando Liquido Corporal
Simulado (SBF) objetivando correlacionar as propriedades dos elementos do compdsito com
as propriedades sinergéticas do compdsito. As caracterizacdes foram realizadas por
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Analises térmicas (Caloria exploratoria
diferencial, DSC e Analise termogravimétrica, TGA), Difratometria de Raios-X (DRX) e
Espectroscopia Vibracional de Absorcdo no Infravermelho (FT-IR). Os compositos com
VBAg apresentaram maior bioatividade em SBF, porém os compdsitos com VB mostraram
melhor adeséo ao 0sso, osteoconducéo e velocidade de neoformagéo dssea in vivo.

Palavras-chave: Poliuretana de mamona, vidros bioativos, osteoconducdo, bioatividade



ABSTRACT

Candelorio, PD. Evaluation of castor oil polyurethane composites and bioactive glass
doped with and without silver, as prosthetic material. Campo Grande, 2011. [Thesis,
Federal University of Mato Grosso do Sul].

The development of new biomaterials is a multidisciplinary area and has mainly focused on
improving the quality of life. The castor bean polymer is biocompatible and it has already
been used as bone substitute. However, its composition can be improved by using reinforcing
fillers such as bioactive glass, seeking a faster and better osteogenesis (bone formation). In
this work, a comprehensive study of the castor bean polyurethane biocomposite (PU), and
bioactive glass (BG) of composition 60% Si — 36% CaO — 4% P202 (mol %) was performed.
Both pure VB and VB doped with various concentrations of silver (VBAgQ) were used. The
Sol-Gel method was applied to prepare the VB and VBAg particles. This study proved to be
quite complex, since it firstly characterized the physicochemical properties of the bioactive
glass, secondly the physical-chemical properties of its PU composites, and finally the
biological properties of the composites in vivo and in femurs of rats in vitro using Simulated
Body Fluid (SBF) in order to correlate the properties of the elements of the composite with its
synergistic properties. The analyses were performed by Scanning Electron Microscopy
(SEM), Differential Scanning Calorimetry (DSC), Thermogravimetric analysis (TGA), X-ray
diffractometry (XRD) and Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR). The composites
with VBAg had higher bioactivity in SBF, but the composites of VB showed better adhesion
to the bone, osteoconductivity and speed of bone formation in vivo.

Keywords: Polyurethane castor, bioactive glass, osteoconductivity, bioactivity
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1. INTRODUCAO

A cada dia, mais e mais, 0 homem busca obter maior longevidade e qualidade de
vida associada a perfeita funcionalidade de seus 6rgaos e membros, surgindo, entdo, a
necessidade de encontrar alternativas de se reparar tecidos vivos lesionados por traumas e
patogenias ou substitui-los por proteses artificiais. Umas dessas alternativas é a insercédo de
materiais sintéticos no corpo que chamamos de biomateriais. Alternativas seriam
autoenxertos, xenoenxertos e aloenxertos. Os autoenxertos ou enxertos autdgenos
apresentam vantagens biologicas, mas possuem uma série de inconvenientes como um
maior periodo de convalescenca, morbidade e susceptibilidade a infec¢bes no sitio doador.
Os xenoenxertos ou enxertos xendgenos sao obtidos de outra espécie animal, tal como 0sso
bovino, por isso apresentam diferengas antigénicas bastante pronunciadas, implicando num
tratamento mais acurado do enxerto para evitar uma rejeicdo. Os aloenxertos, obtidos de
banco de 0ssos humanos, apresentam risco de contaminacdo, necessidade de
armazenamento especial e controle rigido de infeccdo (COCHRAN et al., 2001).

Os primeiros pesquisadores procuravam essencialmente propor a utilizacdo de
biomateriais para reparo mecanico de lesdes teciduais, providenciando suportes ndo-
toxicos, inertes e bem tolerados, como, por exemplo, a implantacdo das proteses
ortopédicas (BOROJEVIC, 2005). A extensdo desse modelo de terapia passou a envolver
materiais que estimulam a integracdo do implante com os tecidos adjacentes, provocando a
mobilizacdo e ativacdo celular, bem como a subsequente producdo da matriz extracelular
intimamente associada com o material implantado. Os materiais osteocondutores e
osteoindutores permitiram, assim, a integracdo do implante com o0 novo tecido 0sseo
gerado em volta ou no interior dos implantes porosos. A experiéncia de varias décadas de
implantes ortopédicos, cardioldgicos ou vasculares aponta para a principal dificuldade no
desenvolvimento destes procedimentos. Os tecidos vivos renovam continuamente as
matrizes estruturais e respondem as demandas especificas, adaptando-se as novas
condigdes com a producdo de matrizes reestruturadas e modificadas (remodelagédo
tecidual). Os biomateriais implantados ndo-degradaveis (titanio, ouro, ceramicas) e as suas

interfaces com o tecido vivo ndo acompanham estas modificagdes e sofrem o desgaste que
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geralmente requer uma cirurgia complementar ou corretiva. Nessa perspectiva, 0s
biomateriais biodegradaveis procuram responder a este desafio.

A vasta necessidade de biomateriais com morfologia, formas e propriedades
especificas para cada aplicacdo torna a pesquisa nesta area do conhecimento um trabalho
interdisciplinar. O sucesso das aplicagdes destes biomateriais depende de alguns fatores
tais como: rotas de sintese, qualidade, esterilidade clinica, processamento em formas
variadas e resposta do tecido hospedeiro.

O poliuretano derivado do Oleo da mamona é utilizado como biomaterial,
apresentando uma férmula com aspectos favoraveis de processabilidade, flexibilidade de
formulagdo, auséncia de emissdo de vapores toxicos e baixo custo (DIAS, 2009).
Associados aos vidros bioativos, os polimeros podem apresentar, além de sua
osteoconducdo, uma osteoinducdo, auxiliando na neoformacédo mais rapida.

Neste trabalho, propde-se estudar as propriedades fisico-quimicas e bioldgicas do
composito formado por polimero de mamona e vidros bioativos puros e dopados com
prata, objetivando encontrar um biomaterial que, além de servir como um arcabouco
macroporoso que abrigue células osteoprogenitoras e apresente uma ligacdo quimica forte
osso-implante, tenha, também, caracteristicas bactericidas, garantindo o progndstico
favoravel do enxerto e biodegradabilidade suficiente para que seja substituido pelo tecido
0sseo neoformado, ndo necessitando de procedimento operatorio posterior para sua

retirada.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Biomateriais

Biomateriais podem ser materiais naturais ou artificiais, que compdem parte ou
toda uma estrutura viva ou equipamento médico que realiza, aumenta ou substitui a fungéo
natural por periodo temporario ou definitivo (HELMUS & TWEDEN, 1995). Outra
definicdo muito aceita para biomaterial é que sdo substancias ou combinacdo destas que
ndo sejam farmacos, de origem natural ou sintética, que podem ser usadas por qualquer que
seja 0 periodo de tempo, aumentando ou substituindo, parcial ou totalmente, qualquer
tecido, 6rgdo ou funcdo do corpo, com a finalidade de manter e ou alterar a qualidade de
vida do paciente (WILLIAMS, 1999).

Os biomateriais podem ser polimeros sintéticos, metais, ceramicas e
macromoléculas naturais (ex.: biopolimeros) que sdo manufaturados ou processados para
se adequarem a utilizacdo em dispositivos médicos que entram em contato intimo com
proteinas, células, tecidos, drgaos e sistemas organicos. A Figura 1 mostra a descri¢do de

diversos biomateriais utilizados no corpo humano.
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Biomaterial Vantagens Desvantagens Aplicacdes
Polimeros: Elasticidade, facil Baixa resisténcia Suturas, artérias, veias;
Polietileno fabricacdo, baixa mecanica, degradacdo maxilofacial (nariz,
PTFE densidade dependente do tempo orelhas, maxilar,
Poliéster mandibula, dente);
Poliuretano cimento, tenddo
PMMA artificial; oftalmologia
Silicone
Metais e ligas: Alta forca de tenséo, Baixa Fixacdo ortopédica

Aco inoxidavel
Liga de Titanio

Liga de cobalto-cromo

Ceramicas e vidros:
Alumina

Zirconio

Carbono

Fosfato de calcio
Porcelana

Vidros Bioativos

Compodsitos:
Fibra de Carbono
Resina termofixa
Fibra de carbono-
termoplastico
Carbono-carbono
Fosfato de calcio-
colageno

alta resisténcia ao
desgaste, energia de
deformacdo alta

Boa compatibilidade,

resisténcia a corrosdo,
inércia, alta resisténcia

a compressao

Boa compatibilidade,
inércia, resisténcia a

corrosdo, alta forga de

tensao

biocompatibilidade,
COorrosdo em meio
fisioldgico, perda das
propriedades mecanicas
com tecidos conectivos
moles, alta densidade

Baixa forca de tenséo,
baixa resisténcia
mecanica, baixa
elasticidade, alta
densidade

Material de fabricacdo
incompativel

(parafusos, pinos,
placas, fios, hastes);
implantes dentarios.

Ossos, juntas, dentes,
vélvulas, tenddes, vasos
sanguineos e traquéias
artificiais.

Vélvula cardiaca
artificial (carbono ou
grafite pirolitico),
implantes de juntas de
joelho (fibra de carbono
reforcada com
polietileno de alta
densidade).

Figura 1 — Descrigdo dos tipos de biomateriais mais utilizados.

Como podemos ver na Figura 1, existem muitos tipos de biomateriais para cada

tipo de aplicagdo na area de saude. Ressaltaremos com mais detalhe a utilizagcdo desses

materiais na area de odontologia segundo sua natureza fisico-quimica.

Os materiais utilizados na confecgdo dos implantes dentais podem ser classificados

sob os pontos de vista quimicos e biodinamicos (SYKARAS et al., 2000). Do ponto de

vista quimico, os materiais podem ser divididos em metais, ceramicas e polimeros. Do

ponto de vista biodindmico, podemos agrupa-los em biotolerados, bioinertes e bioativos

(Figura 2).
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Atividade Biodinamica Composicao Quimica
Metais Ceramicas Polimeros
Biotolerados Ouro Polietileno
CrCoMo Poliamida
Aco inoxidavel Polimetilmetacrilato

Politetrafluoetileno

Poliuretano
Bioinertes Nidbio Oxido de aluminio
Titanio
Tantalo
Bioativos Poliuretana de mamona

Hidroxiapatita
Fosfatos de calcio
Fluorapatita

Biovidro

Figura 2 - Biomateriais e sua classificacdo como biotolerados, bioinertes e bioativos.

Materiais biotolerados sdo aqueles que, quando implantados, ndo séo
necessariamente rejeitados pelos tecidos vivos, mas sdo encapsulados por tecido
conjuntivo fibroso.

Materiais bioinertes permitem a aposicao 0ssea sobre suas superficies, favorecendo
a osteogénese de contato que € a migracao direta das células formadoras de 0sso através da
matriz do codgulo para superficie do implante. O osso é rapidamente formado sobre a
superficie do implante. Quanto mais forte a conexdo coagulo-implante maior sera o grau da

osteogénese de contato como mostra a Figura 3.

Implante  Cicatrizacgio  Osso
Ossea existente

Figura 3 - Figura didatica para a compreensdo da osteogénese de contato osso-implante.
(DAVIES, 1998)
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Os materiais bioativos com finalidade ortopédica ou odontoldgica, além de
permitirem a formacéo Ossea sobre a sua superficie, promovem uma interdifuséo de ions,
formando uma unido quimica ao longo da interface com o tecido vivo. Os materiais
bioinertes e bioativos sdo também chamados de osteocondutores, o que significa que
podem atuar como arcabougos permitindo a atividade osteobléstica durante a formacéo
gradual do novo osso (STRNAD et al., 2000; SYKARAS et al., 2000).

O Brasil apresenta um nimero enorme de pessoas edéntulas. Estas pessoas sofrem
0 processo de pneumatizacdo de seio maxilar, podendo atingir grandes volumes (BERGH
et al.,, 2000). A reabilitacdo é necessaria nestes individuos, entretanto técnicas
reabilitacionais de elevacdo de seio maxilar podem permitir a colocacdo de implantes
(BOYNE, 1980; TATUM, 1986)

Em odontologia, hd a necessidade de obter-se biomateriais capazes de permanecer
em contato com diferentes tecidos na cavidade bucal, durante certo periodo de tempo. A
reabilitacdo dentaria realizada por meio de implantes osseointegrados possui caracteristicas
especiais, pois na cavidade oral ha presenca de fluidos orais. Quando o material ¢ inserido,
passa pela mucosa e é fixado no tecido 6sseo subjacente. A dissipacdo das forcas oclusais
no conector protético, tecido mole e osso inclui o aspecto funcional, porém com acentuada
complexidade das condi¢gdes ambientais quimicas e mecanicas. (MISCH, 2000). Por isso,
tais biomateriais devem apresentar certos requisitos, tais como: biocompatibilidade,
biofuncionalidade, bioadesdo e outras propriedades mecanicas semelhantes as do 0sso:
modulo de elasticidade, resisténcia a tracdo e a fadiga, processabilidade, resisténcia a

corrosao e coeficiente de dilatagdo térmica.

2.1.1 Cerdmicas e Bioceramicas

O primeiro relato de tentativa de se usar uma ceramica como Biomaterial foi feito
por Dreesman em 1894 (CANO et al., 1999) que sugeriu a utilizacdo do gesso(CaSO,.
1/2H,0) para substituir ossos. Devido & baixa resisténcia mecanica desse material e sua
degradacgéo no organismo, o gesso nédo foi uma boa opgéao para ser utilizado em implantes.

Por volta da década de 70, alguns tipos de materiais cerdmicos foram mais

utilizados e devido as suas propriedades foram classificadas como bioceramicas. A
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primeira bioceramica muito utilizada foi a alumina densa (a-Al,O3), que possui alta
resisténcia mecénica, definida como bioinerte, biocompativel (HULBERT & COOKE,
1970). E utilizada até hoje em préteses ortopédicas, proteses para a substituicio da cabeca
do fémur e a substituicdo de dentes por dentes artificiais implantaveis (ANUNMANA et
al., 2010; HENCH, 1998).

Atualmente, utilizam-se, além da alumina densa, outras ceramicas como a zirconia
(ZrOy), o dioxido de titanio (TiO,), os fosfatos de calcio e as vitroceramicas de
silica/fosfato de calcio (HENCH, 1998). O uso das bioceramicas tem se estendido desde o
emprego isolado do material até outras formas de utilizagdo, como, por exemplo, no
revestimento de préteses metélicas, ou na associacdo com materiais poliméricos, tais como
o colageno. A combinacéo de hidroxiapatita (HA) com colageno vem sendo sugerida, haja
vista que o colageno constitui-se em agente de unido biocompativel e reabsorvivel,
responsavel pela prevencdo da migracao das particulas ceramicas até a incorporacao pelos
tecidos, além de ser um bom suporte para crescimento celular (ROVIRA, 1993;
HEMMERLE, 1995).

Devido a diversidade de materiais ceramicos usados como biomateriais e suas
diferentes interagcdes com tecidos vivos, séo classificados como bioceramicas bioinertes e
bioativas (HULBERT et al., 1970; ROVIRA et al., 1993). O termo bioinerte ndo é
apropriado porque, de acordo com a Conferéncia da Sociedade Europeia para Biomateriais
realizada na Inglaterra em 1986 (HELMUS & TWEDEN, 1995), todo material induz
algum tipo de resposta do tecido hospedeiro, mesmo que minima. No entanto, o termo
ainda é comumente utilizado, tendo sido definido por June Wilson (1997) como sendo um
material que apresenta uma resposta interfacial minima que nao resulta na ligacdo ou na
rejeicdo do tecido hospedeiro, formando uma capsula fibrosa ao redor do material. Como
exemplos de biocerdmicas bioinertes pode-se citar a alumina (a-Al,O3), zircénia (ZrO,) e
dioxido de titanio (TiO2) (AINA et al., 2007; MONEM et al., 2008). Por outro lado, uma
bioceramica bioativa é definida como aquela que induz uma atividade biologica especifica
(HULBERT & COOKE, 1970). Como exemplos destas ultimas, destacam-se a
hidroxiapatita [Ca;0(PO4)s(OH) 2], 0 fosfato tricalcico [Cas(PO4),] e os biovidros.

Outra classificagdo corrente é a estabelecida por Larry Hench (2006), na qual as
ceramicas sao agrupadas em 4 classes, de acordo com a resposta desenvolvida na interface

tecido vivo/implante, conforme apresentado na Figura 4.
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Inertes
Porosas
Bioativas
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e substituidas pelos tecidos

Figura 4 - Exemplos de Bioceramicas e interacdes com tecidos.
(HENCH, 2006)

Uma das desvantagens apresentadas pelas bioceramicas é que, como toda a
cerdmica, possui baixa tenacidade que restringe seu uso as regides que ndo requeiram
sustentacdo. Uma forma de contornar tal restricdo é a utilizacdo de metais revestidos com
ceramicas por técnicas como o Plasma Spray, que permitem aliar as vantagens intrinsecas
das bioceramicas com a resisténcia do metal.

O aumento de porosidade nas ceramicas pode diminuir sua resisténcia mecanica,
porém favorece o crescimento de tecido através desses poros ocorrendo um forte
entrelacamento do tecido com o implante, e, como consequéncia disso, aumenta-se a
resisténcia do material in vivo (HENCH, 1991).

A grande questéo a ser resolvida ainda hoje é desenvolver uma cerdmica altamente
bioativa e biocondutora com resisténcia mecanica adequada. Um caminho sendo testado é
dos compositos que aliam propriedades de varios materiais em um s6. Os tipos de
materiais mais promissores para isto sdo os poliméricos e os vitreos devido as suas

propriedades fisicas e bioldgicas.

2.1.2 Vidros

Na medicina e odontologia, os vidros sdo utilizados tanto em dispositivos
extracorporeos como também em implantes dentéarios, aparelhos protéticos, como material
de preenchimento para reparacao de defeitos 6sseos e até mesmo em cirurgia reconstrutiva.

Os vidros foram descobertos por volta de 4000 a.C. Foram encontrados objetos de

vidros em tumulos egipcios com aproximadamente 4000 anos de idade, porém este
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material pode ser encontrado em seu estado natural desde a formacdo da terra que se
formaram a partir de magmas, rochas vulcanicas que se resfriaram antes de cristalizar.
Hoje, o vidro € um material muito comum, presente no cotidiano, nas artes e na tecnologia.

O elemento basico do vidro é a silica, fornecida pela areia, 0xidos fundentes,
estabilizantes e substancias corantes. Possuem um arranjo atdmico caracterizado por uma
rede tridimensional estendida, a qual apresenta auséncia de simetria e periodicidade como

mostra a Figura 5a.

Figura 5 - Representagdo bidimensional: (a) Estrutura da silica vitrea mostrando a auséncia de simetria e
periodicidade (b) Estrutura da silica cristalina.
(SCHOLZE, 1991)

Os vidros podem ser obtidos a partir do método de fusdo-resfriamento. Basta
aquecer uma mistura constituida pelos elementos que formardo o vidro, até a fusdo de
todos os elementos e, em seguida, submete-se a massa fundida a um processo de
resfriamento rapido, conhecido como melt-quenching. O material, no processo de
resfriamento, pode passar por dois processos distintos: a transicdo vitrea e a cristalizacao
(ARAUJO, 1997).

Havera uma diminuicdo descontinua do volume se, no processo de resfriamento, a
taxa for muito lenta, fazendo com que o material sofra contragdo sem ocorrer variacdo da
temperatura. Isso ocorre devido a perda de calor latente. A perda de calor € compensada
pela diminuicdo do volume especifico. Como ilustra a Figura 6, essa diminuigédo é devida
ao rearranjo atémico, e, consequentemente, a diminuicdo da entropia, ocorrendo

cristalizacédo do fundido.
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Figura 6 - Mudanca no volume durante o resfriamento de um liquido
(ALVES, 2001)

Se a taxa de diminuicdo da temperatura for muito grande, tal que ndo permita o
rearranjo atdbmico, haverd uma diminuicdo continua do volume do material, que passara do
estado liquido para um estado metaestdvel com grande viscosidade, conhecido como
liquido super-resfriado. Havera um ponto em que a viscosidade sera tdo grande que a
mobilidade atdmica serd muito pequena, neste ponto, o material adquire 0 comportamento
de um solido. Esta temperatura na qual ocorre a transi¢cdo vitrea é conhecida com
temperatura de transigdo vitrea (Tg), ou seja, 0 material deixa de ser um liquido e passa a
ser um solido, mantendo, porém, as caracteristicas estruturais do liquido. Este solido
produzido por resfriamento rapido é um vidro.

Desse modo, definimos o vidro como sendo um sélido ndo cristalino que exibe o
fendmeno de transicdo vitrea (Tg). Entretanto, a temperatura de transicéo vitrea ndo é fixa,
ela depende da taxa de resfriamento e do método em que foi obtido como se pode ver na

Figura 7.
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Figura 7 - Influéncia da Taxa de resfriamento na temperatura de transicéo vitrea
(SANCHES, 2007)

Alguns cations, como o sbdio, atuam nos vidros como modificadores de rede,
reduzindo a viscosidade dos vidros de silica fundidos, pois se ligam ionicamente ao
oxigénio, interrompendo a continuidade da rede, ja que alguns 4&tomos de oxigénio nao sdo
mais compartilhados entre dois tetraedros, mas ligados somente a um atomo de silicio
(Figura 8). O oxigénio que € ligado somente a um atomo de silicio na rede vitrea é
chamado de oxigénio ndo-ponteante (AKERMAN, 2000).

Modificadores de rede além de promoverem a estabilizacdo sdo 0s responsaveis

pela formacéo de “clusters™ na rede tridimensional.

Figura 8 — Vidro com sodio adicionado como elemento modificador.
(AKERMAN, 2000).

Por essa razdo, os oxidos alcalinos séo utilizados como fundentes que diminuem a
viscosidade do vidro, pois quebram algumas ligagdes.

De uma forma geral, os cétions, cujas ligacdes com o oxigénio sdo em torno de
50% ioOnicas e 50% covalentes, atuam como formadores de rede. Outros cétions, com

eletronegatividades muito baixas, cuja ligacdo com o oxigénio apresenta um carater
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fortemente idnico, atuam como modificadores de rede. E os cétions que, por si s, ndo
formam vidros com facilidade, mas que, misturados aos formadores tipicos, podem
substitui-los na rede, foram classificados por Stanworth como intermediarios (Figura 9)
(ALVES, 2001).

FORMADORES MODIFICADORES INTERMEDIARIOS

Sio, Li;O Al,Os
GeO: NayO PbO
B.O; K:0 Zn0O
P20s Ca0 CdO
As;0, BaO TiO,
AsyOx

V205

Figura 9 — Oxidos cléassicos formadores, modificadores de rede e intermediarios.
(ARAUJO, 1997)

Os vidros também podem ser feitos utilizando-se 0 método sol-gel que é o processo
utilizado neste trabalho. Uma das vantagens deste método deve-se a homogeneidade
quimica em escala molecular que pode ser obtida na preparacdo dos vidros. O uso de
agentes complexantes de ions metélicos permite aumentar a homogeneidade de
distribuicdo destes ions na rede formada pela silica. Este processo, além de apresentar um
custo reduzido em relacdo aos processos convencionais, abriu inumeras possibilidades de
se produzir materiais com caracteristicas especificas que nao seriam possiveis utilizando os

métodos convencionais.

2.1.3 Vidros Bioativos

Os vidros bioativos (VB) foram desenvolvidos pelo Prof. Larry L. Hench (1991),
que sintetizou varios vidros contendo misturas de silica, fosfato, 6xido de calcio e sodio.

Esses materiais foram desenvolvidos para utilizagdo como implantes e como recobrimento.
+ + 2+
Quando imerso em um meio aquoso, a superficie do VB libera ions Na , K e Ca

+
Essas especies sdo repostas com ions H,O da solugéo, através de uma reagdo de troca

ibnica que produz uma camada superficial de gel de silica. Uma camada de apatita amorfa
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forma-se no topo da camada de gel de silica como estd esquematizado na Figura 10. Essa
hidroxiapatita (HA) amorfa evolui para hidroxiapatita cristalina.
A estrutura da hidroxiapatita, CalO(PO4)6(OH)2 por ser aberta e hospedeira, permite

2+ 3- -
a substituicdo de todos os seus ions, Ca PO4 e OH, mantendo a eletroneutralidade. A

substituicdo desses ions causa alteracdes notaveis em sua estrutura. A substituicdo dos ions
3- - 2-
PO4 e OH pelo ion CO3 fornece a hidroxiapatita carbonatada, que apresenta um grau de

ordem menor e maior solubilidade (Figura 10).

Na Si Ca P O Vidro Bioativo

2

Camada rica em

j silica

| L

3 6’\ (j\ 6}\ Hidroxiapatita
P

// Ca Carbonatada
colageno

0SS0

Figura 10 - Esquematizagdo de neoformagéo dssea.

Desde sua descoberta, os VB passaram por muitas mudancas e alteracdes
(HENCH, 2006). Em principio, era feito por método de fusdo de p6s com a seguinte
composicao: 45%Si0,, 24,5%Ca0, 24,5%Na0; e 6%P,0s. Esta composicdo foi patenteada
com o nome 45S5 bioglass®. De acordo com o diagrama da Figura 11, os vidros
preparados por fusdo com composi¢des relativas a regido A sdo bioativos. Os vidros da
regido B sdo inertes e 0s da regido C sdo biorreabsorviveis.

A regido S abrange vidros com capacidade de se ligar a tecidos moles. Somente
composicdes com taxas de reagdes muito rapidas formam uma ligacdo com os tecidos
moles. Quando a composicdo do vidro excede 52% em peso de SiO,, o vidro se ligara ao
0ss0, mas nao a tecidos moles (WILSON, 1990).

Os materiais bioativos usados para substituicdo e reparacdo de tecidos devem ter

uma cinetica quimica controlada de acordo com as mudancas que ocorrem na reparacao. Se
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a taxa de dissolucdo € muito répida, as concentracBes idnicas sdo demasiadamente altas
para ser eficaz (regido C). Se a taxa € muito baixa (regido B), as concentra¢fes sdo muito
baixas para estimular a proliferacdo e diferenciacao celular (HENCH, 2006).

Vidros com niveis altos de bioatividade com rapida formacao e ligagdo ao 0sso
estdo na regido E da Figura 11, onde todas as composigdes contém 6% em peso de P,Os e

onde se encontra a composi¢do do Bioglass®.

Si0,

Vitroceramica
[ on5 Variavel )

Ca0o

6%P,05

- Regido cujas composigoes se ligam ao tecido dsseo

- Regido cujas Composigbes ndo se ligam ao tecido dsseo (reatividade muito baixa)
- Regido cujas Composigdes ndo se ligam ao tecido 6sseo (reatividade muito alta)
- Regido cujas Composigbes ndo se ligam ao tecido 6sseo (ndo forma vidro)

- Regido de Composicio do @Bioglass

- Regido cujas Composicbes sem ligam ao tecido mole

WMo A ®E DR

Figura 11 - Diagrama de composicao vitrea para ligacao dssea.
(HENCH, 2006)

Para a formacdo do VB, reduz-se a concentracdo de SiO,, composto que mantém a
estrutura tridimensional do vidro e controla a solubilidade dos outros ions, mantendo a
estabilidade do sistema para aumentar a solubilidade do vidro, permitindo a
disponibilidade de um maior nimero de ions ativos na interface do material. A
concentracdo de sodio fica maior para manter um balanco fisiologico destes ions na
interface do VB, mantendo um pH local neutro ou levemente alcalino, em torno de 7.4,
necessario para promover as varias rea¢fes na superficie do material que irdo culminar
com a formagdo das camadas bioativas, condutoras da formacdo dssea. Também ¢é
aumentada a concentracdo de CaO e introduzido P,Os por serem importantes para a
formagéo da camada de apatita na superficie do vidro.

Por volta de 1991, com as melhorias técnicas, Rounan Li, Clark e Hench mostraram

que o VB poderia ser obtido pelo método sol-gel com a composi¢do 70%Sio, e 30%CaO
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(LI et al., 1992). VB obtidos pelo processo convencional sdo bioativos até a concentracao
de silica igual a, aproximadamente, 60% em mol, enquanto que os VB por via sol-gel s&o
bioativos, mesmo a concentragdes de silica iguais a 90% em mol, possibilitando a obtencéo
de materiais mais resistentes mecanicamente, com potencial uso para arcaboucos em
implantes 6sseos. 1sso porque o método sol-gel proporciona um aumento da superficie de
reatividade e degradabilidade em rela¢do aos VB obtidos pelo método de fusdo (HENCH,
2006).

Os VB fabricados pelo método sol-gel apresentam maior velocidade de formacao
da HA em estudo com Liquido Corpéreo Simulado, do inglés, Simulated Body Fluid
(SBF), apresentando, portanto, maior indice de bioatividade quando comparado aos vidros
fundidos com os mesmos constituintes (PEREIRA, 1994). Isso se deve a maior liberacdo
de silica soltvel, induzindo a nucleacdo dos cristais de HA nos poros do vidro
(GREENSPAN, 1997; RADIN, 1997), a um maior controle das propriedades texturais do
material, como a &rea superficial, o volume dos poros, a distribuicdo homogénea dos
tamanhos dos poros e a modificacdo da superficie de silica (DE FARIAS, 2000).

Por muito tempo acreditou-se que para ser bioativo, o material deveria conter
fosforo e célcio. Esses resultados foram interpretados quantitativamente em termos do
aumento da supersaturacdo do fluido circunvizinho com relacdo a apatita, devido a
dissolucdo do ion calcio dos vidros. Entretanto, Ohtsuki (1992) e colaboradores mostraram
que a composicdo ndo bioativa, CaO-P,0s, apresenta maior grau de supersaturacdo que 0
vidro bioativo, CaO-SiO,, e concluiram que o aumento de saturacdo de calcio e fosforo
pode ndo ser tdo relevante para a deposicao da apatita. Mostraram ainda que vidros que nao
continham célcio e fésforo também podem ser bioativos, pois a formacdo de uma camada
de silica hidratada na superficie do vidro é a caracteristica que mais influencia a
bioatividade do material.

A silica é um polimero inorgénico formado por grupos siloxanos (Si-O-Si) em seu
interior e de grupos silandis (Si-OH) em sua superficie. A alta densidade dos grupos
silandis existentes na superficie da silica amorfa é considerada responsavel pelo
crescimento da HA e pela formacdo de 0sso no Bioglass® e em vitroceramicas. Os grupos
silandis presentes em vidros induzem a formagdo da HA em maior extensdo que as
superficies de silica cristalinas ou tratadas termicamente (LI et al., 1992).

Para melhorar as propriedades mecanicas a resposta bioldgica, diferentes elementos

foram adicionados aos VB’s, tais como zinco, titania, magnésio, zirconia, boro e prata. O
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zinco melhorou as propriedades mecénicas e a formagdo do 0sso in vitro e in vivo, pois
aumentou a ligagdo do osso com o vidro, diminuiu a solubilidade em SBF aumentando a
osteocondutividade do VB (AINA et al., 2007). A titdnia € miscivel em matriz vitrea a
altas temperaturas e induz a separacdo de fase quando a temperatura diminui. A titania
induz a formacdo da cristalizacdo do célcio-fosfato e aumenta a durabilidade quimica
quando na presenca de SBF formando ligacGes Ti-O-P que sdo mais fortes do que P-O-P
(MONEM, 2008; BALAMURUGAN, 2007). O magnésio também & biocompativel e
agiliza o crescimento de osteoblastos in vitro, promovendo sua diferenciacdo (EFFLANDT
et al., 2002; BALOSSIER et al., 2007).

Em alguns trabalhos, SiO; é substituido por B,O3 nos VB 45S5 (NING et al., 2007;
MARION et al., 2005; HUANG et al., 2006). Observou-se que a camada de HA se forma
mais rapidamente com a presenca de boro, pois ajuda no crescimento e diferenciacdo de
células humanas mesenquimais. Os vidros de boro foram totalmente convertidos em HA
em menos de 4 dias, enquanto os vidros com boro e silica se converteram parcialmente
apos 70 dias e ainda apresentaram residuos de SiO..

Atualmente, vem se desenvolvendo VB com prata na composi¢do, porque a prata é
bacteriostatica e bactericida e ndo causa danos em células humanas, favorecendo o periodo
pos-operatério de um implante (LEPPARANTA et al, 2008; BELLANTONE et al., 2000;
CLUPPER et al., 2001). A acdo antibacteriana do VB esta associada com o alto pH,
concentracdo idnica e pressdo osmotica. Devido a essas propriedades bioldgicas da prata,
ela é incorporada em biomateriais, tais como poliuretanos, HA e vidros sem comprometer
sua bioatividade.

O principal requisito quanto a morfologia dos materiais porosos € a existéncia de
porosidade aberta (interconectiva) com diametros de poros superiores a 100 um para
permitir vascularizagdo adequada (DUBINI, 1967). Essa interconectividade pode ser
alcancada com a adicdo de agentes porogénicos, como aditivos organicos ou matrizes
porosas. No entanto, ha um compromisso entre porosidade e resisténcia mecanica
(LEMOS & FERREIRA, 2000).

Devido as baixas propriedades mecanicas do VB como fragilidade, os vidros séo
combinados com metais, polimeros ou fibras para produzir um composito. William
(BONFIELD, 2004) teve sucesso clinico na utilizagdo do compdsito formado por

particulas de HA com matriz de polietileno, para reconstrucao da orelha.
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Os materiais conhecidos como biomateriais de terceira geraco sdo os materiais
que, além de serem bioativos, sdo absorviveis pelo organismo. Geralmente, sdo polimeros
e tém aplicacdes em engenharia de tecidos, reconstituicdo de 0ssos e em mineralizacédo em

dentistica.

2.1.4 Polimeros

Polimeros sdo moléculas gigantes que apresentam unidades que se repetem.
A unidade fundamental (molécula) é chamada de mondmero e sua repeticdo 2x, 3x... nx da
origem ao ( 2x ) dimero, ( 3x ), trimero ( nx ), polimero - mais de 100 unidades. Os
polimeros podem ter origem natural como amido, celulose e proteinas, ou de origem
artificial como isopor, PVC (cloreto de polivinila), teflon, poliéster, nylon, etc. (MANO,
1999).

Os polimeros podem ser naturais obtidos de plantas e de animais, tais como
madeira, borracha, algodéo, I, couro, seda etc., ou sintéticos obtidos em geral de derivados
do petroleo.

Os polimeros chamados de biopolimeros tém como matéria-prima principal para
sua manufatura uma fonte de carbono renovavel, geralmente um carboidrato derivado de
vegetais cujos plantios comerciais sdo realizados em larga escala como cana-de-agucar,
milho, batata, trigo e beterraba; ou um dleo vegetal extraido de soja, girassol, palma, ou
outra planta oleaginosa. Os biopolimeros mais conhecidos sdo o polilactato (PLA),
polimeros de amido (PA), polihidroxialcanoato (PHA), goma xantana (XAN).

O PLA é um poliéster produzido por sintese quimica a partir de acido lactico obtido
por fermentacdo bacteriana de glicose extraido do milho, com uso potencial na confeccao
de embalagens, itens de descarte rapido e fibras para vestimentas e forragdes.

Os PA sdo polissacarideos, modificados quimicamente ou ndo, produzidos a partir
de amido extraido de milho, batata, trigo ou mandioca. Pode ser utilizado na producéo de
embalagens e itens de descarte rapido e, também, em blendas com polimeros sintéticos na
confeccdo de filmes flexiveis.

Os polimeros do tipo PHA constitui uma ampla familia de poliésteres produzidos

por bactérias através de biossintese direta de carboidratos de cana-de-agUcar ou de milho,
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ou de 0leos vegetais extraidos principalmente de soja e palma. Dependendo da composicéo
monomérica, o polimero pode ser utilizado na producdo de embalagens, itens de descarte
rapido e filmes flexiveis. Os PHAs sdo usados em aplicagdes médicas e farmacéuticas (fios
de sutura cirdrgica, implantes 6sseos, farmacos de libertacéo lenta, etc.). Na agricultura, os
PHAs sdo usados em produtos de libertagdo de reguladores de crescimento de plantas ou
de pesticidas.

O XAN ¢é um exopolissacarideo produzido por microrganismos a partir de
carboidratos extraidos de milho ou cana-de-actcar, com ampla utilizacdo na area de
alimentos e uso potencial na de cosméticos e na exploracédo de petréleo.

A versatilidade em se obter materiais com propriedades diferentes fez com que os
poliuretanos se tornassem um dos principais polimeros deste século. A aplicacdo que mais
recentemente vem sendo estudada por diferentes pesquisadores é a utilizacdo do
poliuretano como biomaterial (GEORGE et al., 2002)

2.1.4.5- Morfologia béasica dos elastbmeros de poliuretano

Um elastdmero de uretano pode ser considerado como um bloco linear de um
copolimero do tipo mostrado na Figura 12. Este polimero de estrutura segmentada pode
variar suas propriedades em torno de uma larga faixa de dureza e resisténcia, através da
modificacdo dos seus trés componentes basicos: poliol, diisocianato e extensor de cadeia
(agente de cura). Por exemplo, a dureza pode variar dentro de uma faixa que vai desde
valores bem baixos, tais como uma gelatina até valores bem altos como a dos pléasticos

rigidos.

A {(B—B)n A C WJ A (B—B)n

Segmento flexivel

Poliol Extendedor de cadeia -

pode ser flexivel ou rigido
Segmento Rigido
Isocianato

Figura 12 - Unidade basica de um bloco copolimero de uretano
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A estrutura segmentada esta relacionada com propriedades como flexibilidade
representada pelo segmento flexivel (poliol), entrelagamento de cadeias, forgas de

interacdo intermoleculares cadeias e ligacGes cruzadas (crosslinking), Figura 13.

Menos Crosslinking — mais fraco Mais Crosslinking — mais forte

Figura 13 - Representacdo esquematica de liga¢des cruzadas. Quanto mais ligacdes cruzadas menos flexivel
sera o polimero.

Por exemplo, a existéncia de grupos ureia na cadeia pode dar origem a formacéo de
ligacbes biureto, concretizando as ligacdes cruzadas entre as cadeias. A mobilidade das
cadeias macromoleculares depende significativamente da natureza quimica e do tamanho
dos segmentos flexiveis. Para a obtencdo de boas propriedades elastoméricas,
especialmente resisténcia ao impacto, o segmento flexivel deve ser amorfo e possuir baixa

temperatura de transicao vitrea (Ty).

2.1.4.6 Graus de Cristalinidade dos Polimeros e Degradacao

O grau de cristalinidade é uma propriedade dos polimeros que interfere em sua
cinética de degradacdo (NIELSEN & HANSEN, 2005). Os polimeros ndo formam solidos
cristalinos ou amorfos como 0s metais e outras moléculas de baixo peso molecular; eles
formam solidos com uma fase cristalina e outra amorfa. A relagdo estequiométrica entre
essas duas fases é chamada de grau de cristalinidade, que é expresso em porcentagem.

Nessas fases cristalinas pode-se ter a formacéo de cristalitos com diferentes morfologias.
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O grau de cristalinidade pode ser controlado pela taxa de resfriamento do molde
durante o processamento, ou pelo uso de aditivos chamados de agentes nucleantes, como
por exemplo, o talco (SAIDI et al., 2003).

O grau de cristalinidade afeta diversas propriedades finais de um polimero, como
transparéncia a luz, propriedade de barreira a gases e propriedades mecanicas de tracéo e
impacto (RABELLO, 2000).

A adsorcéo de liquidos pelo polimero e as formas de degradacdo também dependem
do grau de cristalinidade, pois a difusdo de liquidos para o interior de um polimero, além
de depender da natureza quimica do liquido, depende também da existéncia de volume
livre na massa polimérica. O volume livre é composto por poros €, também, depende do
grau de cristalinidade do polimero.

Alguns processos de degradacdo sdo favorecidos nas regides mais proximas da
superficie do polimero. Quando o polimero é formulado, espera-se que os aditivos
estabilizantes estejam uniformemente distribuidos e dispersos na massa polimérica. Assim,
um processo de degradacdo superficial causard um consumo maior de aditivos nesta
regido. Se a migracao de aditivos para a superficie da massa polimérica for inibida por um
maior grau de cristalinidade o efeito estabilizante serd amenizado. A maior mobilidade das
cadeias poliméricas na fase amorfa (acima da Tg) também favorecera as reagdes radicalares
(reacdo quimica envolvendo radicais livres), acelerando os processos de degradacao.

Desse modo, nota-se que, apesar do grau de cristalinidade ndo estar diretamente
ligado aos processos degradativos, ele afetard de forma indireta as reagcBes que ocorrem
durante o processo de degradacdo de um polimero.

2.1.4.7 Compositos e nanocompositos: efeito das cargas minerais, agentes de reforco.

Os compositos sdo materiais heterogéneos multifasicos, formados por, pelo menos,
uma fase continua e uma descontinua (ANDRADE et al., 2001). A fase continua é um
polimero responsavel pela transferéncia de esforcos e denominada matriz polimérica. A
fase descontinua é chamada de carga (em inglés filler).

Se uma carga entra na formulagdo do material com o principal objetivo de reduzir

custos, ela é chamada de carga de enchimento ou carga “inerte”, mas também altera as
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propriedades finais do material polimérico. Para aumentar a resisténcia a esforcos
mecanicos, utilizamos uma carga de reforco ou agente de refor¢co. As propriedades
mecanicas dos compositos vao depender do tipo de interacdo entre a matriz e o agente de
reforco. Nos dois casos obtém-se um material heterogéneo multifasico (HULL, 1981)

O carbonato de célcio (CaCO3) é um exemplo de carga inerte ou carga de
enchimento muito usada em termoplésticos. Este composto inorgédnico é extraido
diretamente de jazidas naturais e contém também carbonato de magnésio (até 0,5 % em
massa), oxido de ferro (até 0,2 % em massa) e umidade (até 0,2 % em massa). Ele pode
conter outras impurezas dependendo da jazida, do método de extracdo e do processo de
purificacdo. A umidade presente nesta carga também pode atuar em processos de
degradacdo por hidrolise. Assim, dependendo do grau de pureza e de hidratacdo, os
carbonatos nao serdo tdo inertes como parecem e poderdo iniciar reacGes de degradacao
oxidativa ou por hidrélise. Uma boa caracteristica dos carbonatos é a sua baixa
abrasividade em relagdo aos equipamentos de processamento evitando a contaminacéo do
polimero com metais.

A silica também é usada como carga e apresenta uma variacdo muito grande de
propriedades que dependem do tamanho de particula, da é&rea superficial e da
contaminacdo com ions metélicos. Em trabalhos com o envelhecimento térmico e
fotoquimico de polipropileno contendo 0,1 a 1,0 % em massa de diferentes tipos de silica,
observou-se que o efeito de aceleracdo da formacéo de grupos carbonila (evidenciados pelo
espectro de infravermelho) esta mais relacionado com a presenca de contaminantes
metélicos do que com o tipo de silica (SUAREZ & BIASI, 2003). Os metais detectados nas
silicas usadas foram aluminio, titanio e ferro. Nesse caso, a ordem crescente de reatividade
dos respectivos 6xidos é: titanio, ferro e aluminio.

Quando se usa a fibra de vidro silanizada, obtém-se, também, uma boa adesdo
fibra/matriz e ndo h& contaminantes que poderiam atuar como pré-degradantes. No
entanto, durante o processo de degradacdo da poliolefina, formam-se grupos polares, tais
como: peroxila, carbonila, carboxila, hidroxila, etc. A formacdo desses grupos polares
deteriora a adesao fibra/matriz, como demonstrado por Rabello e colaboradores (2001).

Os nanocompositos poliméricos ndo sdo sistemas heterofasicos do ponto de vista
macroscopico, uma vez que, como ja diz o nome, a fase mineral tem dimensdes
nanométricas, mas serdo tratados aqui, porque as nano cargas podem ser classificadas

como carga funcional por alterarem de forma significativa alguma propriedade do
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polimero, tal como: resisténcia a flexo, flamabilidade, temperatura de deflexdo térmica,
etc. Os nanocompdsitos poliméricos ja sdo produzidos em escala industrial hd duas

décadas e estdo expandindo as suas aplicacdes de forma bastante acelerada.

2.1.4 Poliuretanas de mamona

A mamona, cientificamente denominada Ricinus communis L., é uma planta da
familia euphorbidceas. A mamoneira € uma planta exética de origem afro-asiatica e
encontrada em grande quantidade na Etiopia e na India.

A mencdo dessa planta é feita desde a antiguidade, pois, segundo autores classicos,
era utilizada pelos egipcios e conhecida como “planta milagrosa”.

No Brasil, sua introducdo se deu durante a colonizagdo portuguesa, por ocasido da
vinda dos escravos africanos e é conhecida sob as denomina¢Ges de mamoneira, ricino,
carrapateira, bafureira, baga e palma-criste; na Inglaterra e Estados Unidos, pelo nome de
"castor bean" e "castor seed" (BELTRAO, 2004).

O Brasil ja foi o maior produtor mundial de mamona (573 mil toneladas em 1974) e
0 maior exportador de seu 6leo, que é 0 mais importante constituinte da semente de
mamona. A planta se dd bem na regido Nordeste, area em que pequenas familias de
agricultores encontram dificuldades em produzir bens comercializaveis que lhes garantam
sustento. Atualmente, ¢ o terceiro no ranking (perde para india e China), mas tem potencial
para aumentar rapidamente sua participacdo no mercado, ja que dispde de tecnologia e area
para plantio.

Deste 6leo de mamona obtém-se um polimero com grandes aplicacBes na area da
saude principalmente na ortopedia como substituto dsseo. Este polimero foi desenvolvido
em 1984, pelo Grupo de Quimica Analitica e Tecnologia de Polimeros da Escola de
Engenharia de Sdo Carlos, USP-SP. Inimeras experiéncias foram realizadas com a
poliuretana desde 1984, mas somente em 1999 o produto foi aprovado pelo Ministério da
Saude do Brasil, com registro n°® 10171110079, e no ano de 2003 foi aprovado pela FDA
(Federal Drug Administration), agéncia do governo Norte-americano (ERENO, 2003).

A formacéo de um polimero se d& através da reacdo quimica entre um pré-polimero

e um poliol (ambos obtidos por modificacdo do 6leo de mamona, usando técnicas especiais
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de ativagdo uretana). O 6leo de mamona € na realidade um poliéster, formado por trés
moléculas do &cido ricinoléico, cada uma delas com um grupo hidroxila no carbono 12,
propicio para a polimerizacdo por meio de ligaces uretanas. Os grupos hidroxila do acido
ricinoléico reagem com 0s grupos isocianatos do pré-polimero difenilmetanodiisocianato
para formar o polimero. Devido a alta reatividade dos compostos, contendo grupo
isocianatos é feita, geralmente, uma pre-polimerizacdo com um poliol, aumentando sua
massa molecular, deixando uma porcentagem de isocianato livre para reagir com o poliol
final.

Este material tem se demonstrado totalmente compativel com os organismos vivos,
ndo apresentando rejeicdo. Isso € explicado pela composicdo quimica do material (Figura
14), pois o polimero tem, em sua composic¢ao, uma cadeia de acidos graxos, cuja estrutura
molecular é semelhante aos acidos graxos do corpo humano (Figura 15 a) e, por isso, as
células ndo reconhecem a resina de mamona como um corpo estranho (CLARO NETO,
1997). De acordo com Goneli (2008), o 6leo de mamona apresenta caracteristicas quimicas
que o diferem dos demais 6leos vegetais, possuindo em sua composicao aproximadamente
90% do &cido ricinoleico, um &acido graxo pouco frequente nos 6leos vegetais, cuja formula

estrutural é apresentada na Figura 15b.

Nome acido Porcentagem
(%)
Acido ricinoleico CisH2,0; 89,5
Acido oléico CisH3:0, 4,2
Acido linoléico CisH2,0, 3,0
Acido estearico CH3(CH,)1sCOOH. 1,0
Acido palmitico Ci6Hz0, 1,0
Acido Dihidroxiestearico C;sHss0. 0,7
Acido linolénico C17H3sCOOH 0,3
Outros 0,3

Figura 14 - Composicéo quimica do 6leo de mamona.
(CLARO NETO, 1997).
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Figura 15 a) Acidos graxos presentes no corpo humano. b) Férmula estrutural do &cido ricinoleico,
componente de maior quantidade no 6leo de mamona

Como a substancia béasica do polimero, o 6leo de ricino € um &cido graxo que se
comporta como um lipideo, a sua degradagdo ocorre por um mecanismo de lip6lise
(IGNACIO, 1997). Uma das aplicacdes deste polimero como biomaterial esta sendo como
cimento désseo para implantes de proteses e reparador em perdas 6sseas (OHARA, 1995).
Quando implantado em falhas GOsseas que possuem irrigacdo sanguinea, promove O
crescimento de células, que vao recompondo o0 0sso original em substituicdo ao polimero,
ou seja, este vai sendo metabolizado e em seu lugar ocorre um crescimento 6sseo (DEL
CARLO, 2003).

Comercialmente, a poliuretana de mamona é conhecida como Composto Osseo de
Ricinus (COR). E composto por um pré-polimero derivado de isocianato, um poliol
poliéster derivado do 6leo de mamona e carbonato de célcio. Este produto apresenta uma
polimerizacdo de baixa exotermia (40-45°C), enquanto os outros polimeros tém reacbes
exotérmicas que atingem 50-100°C, o que provoca necrose celular do tecido. A
polimerizagdo “in loco”, na propria falha 6ssea, ndo mostra sinais de comprometimento
necrotico (pela reacdo exotérmica). N&do houve sinais de retardo da reparacdo ou
aparecimento de foco inflamatério mais exuberante, quando comparado ao enxerto
autogeno (JACQUES et al., 2004).

Os pré-polimeros sdo compostos contendo grupos isocianatos e séo encontrados em
duas classes distintas: aromaticos, onde os mais utilizados s&o o difenilmetano diisocianato
(MDI) e o tolueno diisocianato (TDI); alifaticos, sendo mais utilizado o hexametileno
diisocianato (HDI) e o isofurona diisocianato (IPDI). O pré-polimero utilizado neste
trabalho foi sintetizado a partir de do MDI (Figura 16) e de um poliol derivado de 06leo de

mamona.
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Figura 16 — Férmulas estruturais de MDI’s puros e poliméricos

A producdo de compositos de matriz polimérica dotados de uma fase bioativa €
uma forma de se minimizar as desigualdades mecanicas entre materiais bioativos e tecidos
vivos. Nesse caso, a combinacdo entre polimeros e agentes de reforco especificos permite a
producdo de materiais com grande bioatividade e comportamento mecanico comparavel ao
de tecidos vivos. (MOURSI, 2002).

A poliuretana de mamona comercializada é misturada ao carbonato de célcio
(CaCos) como agente de reforco, que é um material biocompativel e osteocondutor
(GUILLEMIN et al., 1987). Neste trabalho, o carbonato de célcio serd substituido por
vidros bioativos de composi¢do 60% SiO,, 36% CaO e 4% P,0Os com e sem Ag com 0

proposito de observar sua propriedade osteoindutora.
2.3 Interagdes dos Biomateriais com os tecidos vivos

Cada biomaterial possui uma funcdo especifica para uma determinada aplicacédo e
que depende de suas propriedades. As complicacdes oriundas dos dispositivos implantados
irdo variar de acordo com a sua aplicagdo. Por exemplo, infec¢Oes e biodegradacéo irdo
afetar dispositivos que tém aplicacdes de longa duragdo como proteses permanentes e
valvulas cardiacas (HELMUS & TWEDEN, 1995).

Os biomateriais utilizados em enxertos 6sseos podem apresentar duas propriedades
muito importantes que levam a regeneracdo do tecido 6sseo, s@o elas: osteoconducdo,
osteoinducéo e osteogénese.

A osteoconducdo é caracterizada pelo crescimento 0sseo por aposi¢do do 0sso

existente ou sobre 0 mesmo.
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As poliuretanas de mamonas sdo conhecidas como materiais osteocondutores. O
termo osteoconducéo aplica-se ao processo tridimensional observado quando estruturas
porosas sdo implantadas no 0sso ou adjacéncias (Figura 17). O processo é caracterizado
por um crescimento inicial de tecido fibrovascular que invade a estrutura e € seguido por
deposicdo de osso novo diretamente sobre ela. O material osteocondutor age como um
arcaboucgo passivo, cuja presenga direciona o crescimento interno de o0sso e de tecido
fibrovascular (CORNELL & LANE, 1998).

O processo de osteoconducdo, para ocorrer, necessita de 0sso ou ceélulas
mesenquimais diferenciadas. A reparacdo em torno de implantes osseointegrados é um
processo osteocondutivo. Além das poliuretanas, outros materiais osteocondutivos mais
comuns em implantodontia sdo aloplasticos. As hidroxiapatitas naturais e bioceramicas
compoem a maior parte dessa categoria. (hidroxiapatitas - HA, Bio oss, Osteograft N,
Perioglass, Biogran). Eles sdo tanto ndo reabsorviveis como reabsorviveis. Para as areas
onde se planeja a colocacdo de implantes os materiais reabsorviveis sdo preferidos.

A osteoconducdo de um material esta relacionada a sua porosidade (quantidade de
poros, tamanho de poros). Segundo Dubini, materiais macroporosos no contexto quimico
apresentam tamanhos de poros da ordem de 0,1um (DUBINI, 1967). No entanto, para que
um biomaterial seja considerado macroporoso, ele deve apresentar poros da ordem do

diametro Harvesiano (50 a 250 pm), ou poros maiores que 100 pm.

Figura 17 - Figura ilustrativa demonstrando a grande diferenca que encontramos nos diversos biomateriais.
Alguns apresentam arquitetura pobre (lado direito da imagem) o que ndo permite a sustentagdo da nova
matriz formada, ocasionando uma perda de volume.

Se por um lado, a presenca de osso dentro de poros do material implantado é

evidéncia de osteoconducdo, por outro lado, se a formacdo de o0sso ocorre quando o
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implante é colocado em tecido mole, evidenciando a diferenciagdo celular, entdo ele é
osteoindutor (WHITE & SHORS, 1986; VAN EEDEN & RIPAMONTI, 1994).

Segundo Zaffe, é altamente improprio falar de osteoindugdo quando um material é
implantado em um local esquelético como tendao, ligamento ou musculo ou quando em
cultura de osteoblastos. Somente o critério de formagdo de osso em tecido vivo em locais
extraesqueléticos ectopicos comprova a verdadeira capacidade osteoindutora de um
material (ZAFFE, 2005). Recentemente, a capacidade de osteoinducdo de bioceramicas é
estudada por diversos autores (PENGHUA et al., 2010; MOZAFARI et al., 2010;
EMADI et al., 2010) utilizando SBF. Apesar das controvérsias a respeito da capacidade
osteoindutora, estudos indicam grande eficacia de utilizagdo das bioceramicas no
tratamento de varios defeitos 0Osseos, mesmo se conhecendo apenas partes dos
mecanismos pelos quais elas atuam. DeForge (1997) observou excelente regeneracdo
6ssea quando utilizou o biovidro na manutencdo do processo alveolar da mandibula e
maxilar de cdes apds extracGes dentérias e tratamentos de defeitos 6sseos. Oonish e
colaboradores, trabalhando com diversos substitutos dsseos, relataram proliferacdo 6ssea
mais rapida do que a hidroxiapatita sintética (OONISH, 1999). Franco e colaboradores
fizeram uma pesquisa em 2001 utilizando hidroxiapatita em defeitos provocados em tibia
de cdes e obtiveram Gtimos resultados na formacdo de trabéculas ésseas (FRANCO,
2001). Fujishiro et al., utilizaram hidroxiapatita e biovidros separadamente em fémur de
coelho e constataram que o biovidro estimula uma formacdo trabecular mais rapida que a
hidroxiapatita (FUJISHIRO, 1997).

Um trabalho feito em 2009 (NASSER, 2009), inserindo polimero de mamona
puro e com os dopantes nanoparticulas de Silica e Zircénia, verificou que os implantes de
polimeros sem dopante apresentaram maior quantidade de tecido 6sseo maduro. Porém,
em contradicdo, observou que este polimero acrescido de 10% de silica apresentou maior
quantidade de osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos, sugerindo que a silica tem um
potencial osteoindutor. Isso significa que a silica pode contribuir para a diferenciacao
celular, mas precisa estar associada a outros componentes como célcio e fésforo para que
ocorra a formacdo de tecido 6sseo maduro. Por isso justifica-se a utilizacdo de vidros
bioativos que associam todos esses componentes.

Silva Janior (2001) avaliou a bioatividade em SBF de compdsitos com Vidro
Bioativo de silicato de calcio, fosforo e sdédio em matriz de Poli(Metacrilato de Metila).

Verificou-se que, por meio de Espectroscopia no infravermelho (FT-IR), ocorre
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deposicdo de uma camada de hidroxiapatita carbonatada (HCA) na superficie dos
materiais apds 20h na presenca de SBF.

Um estudo, em 2005, avaliou a bioatividade em SBF de compositos de
polihidroxibutirato (PHB), um polimero obtido de bactérias, com vidros bioativos
formados por silica, calcio, fosforo e magnésio. A Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV) apresentou a formagdo de uma camada de Ca e P com sete dias em SBF
(GUERRA NETO, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Estudar o comportamento fisico-quimico e bioldgico do polimero de mamona como
substituto 6sseo em defeito diafisario no fémur de ratos frente a alteracfes secundarias a

associacdo vidros bioativos dopados e ndo dopados com prata.

3.2 Especificos

. Avaliar a interacdo do vidro bioativo com o polimero com e sem prata
destacando cristalinidade, porosidade e degradabilidade em SBF;

. Avaliar histologicamente a biocompatibilidade do polimero de mamona
dopado com as nanoparticulas de VB;

. Analisar o potencial osteogénico e a capacidade osteocondutora do

polimero de mamona com VB com e sem a adi¢do de Ag;

. Verificar o potencial osteoindutor do VB associado ao polimero de
mamona;
o Comparar, em diferentes periodos de observacdo, a qualidade do tecido

0sseo neoformado ao redor e no interior dos materiais implantados, e a interacdo do

composito polimero de mamona com VB as células dsseas.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Sintese dos Vidros Bioativos pelo método Sol-Gel e caracterizacéo

Sintetizou-se vidros bioativos na forma de particulas submicrométricas na
composicdo 60%Si02-36%Ca0-4%P,0s com 0, 1, 3 e 5% molar de prata, usando-se a
técnica Sol-Gel. Esta técnica requer baixas temperaturas de sintese e proporciona maior
homogeneidade na distribuicdo dos cations na matriz vitrea e alta porosidade (SMITH &
KNOWLES, 2007). As etapas para producdo dos vidros bioativos foram:

(1) Em um béquer foram adicionados sequencialmente: 103,5mL de &gua
deionizada, 90 mL de Etanol e 5,76 mL de Acido Nitrico 2M.

(2) A seguir foram adicionados 29,7mL de Tetraetilortosilicato (TEOS), 3,03mL de
Tetraetilfosfato, (TEP) e 21,4089 de Nitrato de Célcio.

(4) A prata foi adicionada em excesso a composi¢cdo molar, nas quantidades de
0,1307, 0,3920, e 0,6533¢g na forma de nitrato de prata o que corresponde a 1, 3 € 5 mol%.

(5) Hidroxido de Amonia foi adicionado em gotas sob agitacdo até o inicio da
gelatizag&o.

(6) Apobs a gelatizacdo as amostras foram secas a 130 °C por 24h e, em seguida,
tratadas a 600°C por 4h para a eliminacdo dos residuos da reacdo, compostos organicos,
hidroxilas e estabilizacdo da estrutura vitrea. As seguintes composicdes relativas foram
adotadas:

SiO; = 60% em mol

CaO = 36% em mol

P,05 = 4% em mol

(7) A desaglomeragdo das particulas primarias em particulas menores de VB foi obtida
por trituracdo utilizando um almofariz.

O produto final foi um po fino, branco e inodoro que quando acrescido de prata
torna-se acinzentado, dependendo da quantidade deste metal e que foi guardado em
ambiente escuro e seco para evitar a reducédo da prata.

As amostras recém preparadas e as tratadas em 600°C foram caracterizadas por

Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC) e Analise Termogravimétrica (TGA), num
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aparelno TA 50 — Shimadzu com cadinhos de platina em atmosferas de ar seco e
nitrogénio. Com essas andlises foi possivel inferir sobre a temperatura adequada de
estabilizacdo do VB e a influéncia da inclusdo da prata sobre o contetdo de residuos da
reacao.

Em complemento, fez-se FT-IR (Espectroscopia vibracional por transformada de
Fourier no infravermelho), num NEXUS 670, Termo Nicolet, velocidade 0, 1564 cm/s, 64
varreduras e resolucdo de 8,0 cm™. Esse método de caracterizacdo nos permite detectar as
principais ligacdes quimicas presentes nas estruturas, bem como as energias de vibracao
dessas ligacoes.

Determinou-se a morfologia das particulas, num aparelho de Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) JEOL 6830LV. A aplicacdo desta técnica permitiu a
avaliacdo do grau aglomeracao dos graos (porosidade e coalescéncia) de VB de diferentes
amostras e do tamanho das particulas primarias. Foram obtidas micrografias com
magnificacdes de 500 e 10.000 aumentos para a caracterizacdo da morfologia dos gréos de
VB bem como de sua superficie.

Por Difratometria de Raios-X, determinaram-se as fases cristalinas, num Rigaku-
Rotaflex, modelo RU200B, com camara “multipourpose”, radiacdo CuK entre 10 e 60°, 50

kV e 100 mA. Para analisar os dados obtidos utilizou-se o banco de dados JSPDS.

4.2 Preparacdo dos Compdsitos Polimero/VB

O polimero é um biomaterial produzido pela empresa Biomecanica e aprovado pela
Anvisa n° 10171110079 denominado Bioosteo®. E exportado em forma de kit contendo,
separadamente, uma ampola com 18 g de Poliol, uma ampola com 20 g de pré-polimero e
mais uma ampola com 20 g de carbonato de calcio. Porém, nesse estudo, descartou-se o
carbonato de célcio, substituindo-o pelos vidros bioativos com varias concentragdes.

Os compdsitos foram preparados pela mistura, primeiramente, dos VB com o pré-
polimero para um homogeneizagdo, e, em seguida, o poliol foi adicionado a mistura
sempre na propor¢do 1:0,65 em concentracdo de poliol para pré-polimero. As misturas
foram realizadas em almofariz com acdo mecanica manual. Apds a homogeneizagéo final,

o material foi colocado em um molde e o processo de cura ocorreu sob pressdo maxima de
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30 Psi por 15 minutos. A presséo foi aplicada para diminuir a formagéo de bolhas que
resultam da liberagdo de CO, durante o processo de polimerizagdo. Seguindo este método,
foram obtidas as amostras de polimeros com 0,7; 5; 10 e 20 % de VB dopados com 0 e 5%
de Ag denominado por PU/VB e PU/VBA(, respectivamente.

Os compositos foram armazenados em sacos plasticos etiquetados e somente 0s que

foram utilizados para o estudo in vivo foram esterilizados com Oxido de Etileno (ETO).

4.3 Caracterizacao fisico-quimica dos Compdsitos Polimeros/VB

As caracterizac@es fisico-quimicas dos compdsitos foram realizadas utilizando as
técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC), Anélise Termogravimétrica (TGA), Espectroscopia vibracional na
regido do Infravermelho (FT-IR) e Difratometria por Raios X (DRX).

4.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Os compositos de polimeros com vidros bioativos foram observados pelo
microscopio eletrdnico de varredura da marca JEOL modelo 6830 LV no Laboratoério de
Materiais do departamento de Fisica da UFMS. Para isso, as amostras receberam
recobrimento com ouro, material condutor para escoamento dos elétrons, a fim de evitar o
acumulo de cargas que repelem o feixe de elétrons incidentes inviabilizando a formac&o de
imagem. Foram obtidas micrografias com magnificacdes de 500 e 10.000 aumentos para a
caracterizacdo da morfologia (porosidade e coalescéncia).
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4.3.2 Andlise Térmica (DSC/TGA)

As amostras foram analisadas por Calorimetria Exploratoria Diferencial e por
Termogravimetria em equipamentos da marca Shimadzu modelo TA50H, equipado com
cadinho de platina sob fluxo de 100 mL.min-1 de nitrogénio e em ar seco e taxa de
aquecimento 5°C/min . Estes métodos nos permitiram identificar as transformacdes fisico-
quimicas que envolvem perdas de massas tais como evaporacdo, desorcdo de agua livre, de
agua ligada (hidroxilas) ou decomposi¢fes envolvendo perda de agua de estrutura,
descarbonatacdo, decomposi¢cdo de compostos organicos. Isso nos permitiu inferir a

respeito da estabilidade térmica dos compositos polimero/VB e polimero/VBAGg.

4.3.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A absorbéncia das amostras ao Infravermelho foi avaliada utilizando pastilhas de
KBr e obtidas com um espectrofotdmetro marca Nicolet modelo NEXUS 670 em 0,1564
cm/s, 64 scannings com resolucdo de 8,0 cm™ em uma faixa de 400 a 4000 cm ™ utilizando
pastilhas de KBr.

Este método de caracterizagdo auxiliou na investigacdo da composicao quimica dos
compdsitos dando-nos informacgdes sobre a estrutura molecular a partir de espectros
vibracionais pela absorcdo de energia para o estiramento (deformacdo axial) e flexédo
(deformacéo angular) das ligacdes entre &tomos de diferentes grupos funcionais detectando

quaisquer mudancgas na composi¢do, bem como modificagdes estruturais.

4.3.4 Difratometria de Raios-X (DRX).

Os difratogramas de raios-X das amostras foram obtidos em um equipamento
marca Rigaku—Rotaflex modelo RU200B com radiagdo CuK operado a 50kV e 100mA. Os

padrdes de difragdo foram analisados usando-se dados do “Joint Committee on Powder
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Diffraction Standards” (JCPDS), atualmente denominado “International Centre for
Diffraction Data “(ICDD). O padrao de difragdo foi responsavel pela verificagdo de
estruturas cristalinas dos compositos, permitindo-nos calcular os parametros da rede

cristalina e identificar as fases cristalinas e amorfas.

4.4 Estudo in vivo da bioatividade dos compositos VB-Polimeros

4.4.1 Animais de Experimentacdo

Foram utilizados 60 ratos machos (Rattus norvergicus), da linhagem Wistar albino,
com peso corporeo variando entre 230 e 350 gramas, adultos, procedentes do Biotério
Central da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul - UFMS, Campo Grande, MS.

Os animais ficaram confinados em gaiolas de 0,15m? e mantidos em fotoperiodo de
12 horas, temperatura e umidade mantidas por ar condicionado, ruidos minimos, racao
solida e agua “ad libitum”, ficando sob observagdo por um periodo de dois dias, antes da
utilizacdo no experimento.

Todos os procedimentos experimentais foram realizados apds aprovacdo pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/ CEUA/UFMS em reunido de 24 de
outubro de 2008 com protocolo n°® 189/2008 (ANEXO 1).

4.4.2 Grupos Experimentais

Os animais disponiveis foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos

experimentais:

e Grupo A: Defeito 6sseo preenchido com polimero de mamona com 20 % de VB

e Grupo B: Defeito 6sseo preenchido com polimero de mamona com 20 % de VB

dopado com prata (VBAQ)
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e Grupo C: Defeito 6sseo preenchido com polimero de mamona com 50 % de VB

e Grupo D: Defeito 6sseo preenchido com polimero de mamona com 50 % de VB
dopado com prata (VBAQ)

Todos os grupos foram subdivididos em trés subgrupos em func¢do do tempo de
observacao (15, 21 e 30 dias), com cinco animais em cada subgrupo conforme ilustrado na

Figura 18.

Amostra
30 ratos
| | L | |
Grupo A Grupo B
20% VB 20% VBAg
| | : | | | | : | |
Al5 A21 A30 B15 B21 B30
15 dias 21 dias 30 dias 15 dias 21 dias 30 dias
Amostra
30 ratos
| | L | |
Grupo C Grupo D
50% VB 50% VBAg
| | : | | | | : | |
C15 c21 C30 D15 D21 D30
15 dias 21 dias 30 dias 15 dias 21 dias 30 dias

Figura 18 - Organograma representativo da distribui¢do dos grupos e periodos de observagéo.

4.4.3 Producdo dos defeitos 6sseos

O experimento foi realizado no laboratério de Técnica Cirurgica e experimental do
Biotério da UFMS, em Campo Grande — MS, no periodo compreendido entre 0s meses de
marco e julho de 2010.

Procedimentos:

No pré-operatorio, todos os animais foram inspecionados, a fim de se verificar o
estado da pele, presengca de secre¢do nas narinas e caracteristicas das fezes, para

certificarmos se encontravam-se com boa salde, caso contrario, seriam rejeitados.
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Como medicacédo pré-anestésica foi utilizada 1mg/Kg de Butorfanol via subcutanea
e como anestesia foi utilizada a associagdo de quetamina (5%) e Xilazina (2%) nas doses
de 5 mg/Kg e 0,2 mg/Kg por via intraperitonial.

Depois de constatado plano anestésico, foi realizada a raspagem dos pelos na face
lateral do membro posterior esquerdo e sob técnica asséptica feito o acesso a face Cranio-
lateral da diafise do fémur.

O animal foi entédo, posicionado em decubito lateral e a incisdo de acesso ao fémur
esquerdo foi realizada com um bisturi. Apés a incisdo da facia lata, foi localizada a diafise
femoral e na face crénio-lateral, a aproximadamente 5,00 mm da epifise proximal,
realizou-se um defeito 6sseo de 2,00 mm de didmetro, empregando uma ponta diamantada
do tipo esférica n° 1016 (KG Sorensen) acopladas a uma furadeira da marca Mini Drill,
3.6V, 10000 RPM sob irrigacdo constante com soro fisioldgico perfurando a cortical dssea
até atingir o canal medular.

O defeito 6sseo (Figura 19) criado na face cranio-lateral da diafise femoral foi
preenchido pelo polimero de mamona com VB em blocos pré-moldados de 2,00 mm de
diametro por 1,00 mm de espessura e implantados sob pressdo. Todos 0s corpos de provas

foram anteriormente esterilizados com Oxido de Etileno (ETO).

Figura 19 - Defeito 6sseo feito no fémur do rato.

Apds o preenchimento do defeito no nivel da cortical 6ssea, conforme o material de
cada grupo foi feita a sintese dos planos com mononylon 4-0.

Os ratos foram devolvidos as suas gaiolas e alimentados com ragdo e &gua a
vontade e apoio imediato dos membros operados, para tanto receberam o analgésico

Butorfanol na dose de 1mg/Kg.
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4.4.4 Eutanédsia

Decorrido o periodo de observacdo de 15, 21 e 30 dias, os animais foram
submetidos a eutanasia com injecdo letal de Tiopental Sodico (Cristalia Tiopental) na
dosagem de 100 mg/Kg.

Apo6s terem sido cuidadosamente dissecados os tecidos moles, os fémures dos
animais foram desarticulados, removidos e, em seguida, as pegas foram imersas em frascos
de vidros hermeéticos, individuais, com formol tamponado a 10% e encaminhadas para

estudo histolégico.

4.4.5 Procedimentos Histoldgicos

Para o preparo dos corpos de provas as pecas obtidas pelo item 4.4.4 foram
descalcificadas utilizando &cido nitrico a 5% por trés dias e, logo apos, foram neutralizados
com sulfato de sodio a 5 % por 24 h.

A etapa seguinte foi desidratacdo com alcool isopropilico nas concentragdes 70 %,
80 %, 95 % e 100 % durante 30 minutos cada. Para a retirada de impurezas da amostra
tecidual, deixando-a transparente e translicida, realizou-se a diafanizacdo pelo xilol em
trés etapas de 30 minutos cada e a impregnacao de parafina com a temperatura a 65 °C em
duas etapas de 20 minutos cada.

A parafina foi imersa em um molde para a realiza¢do da microtomia com cortes em
5 M. Ap6s os cortes, foi feita a desparafinizacdo, hidratacdo do corte, coloragdo em
Hematoxilina-Eosina (H-E) e coloracdo especial em Tricromio de Masson (T-M). Para

finalizar, foi realizada a montagem em resina (entellan) com uma laminula.

4.4.6 AvaliacOes Microscépicas e Histolégicas

Os corpos de provas preparados de acordo com o item 4.4.5 foram avaliados

microscopicamente, utilizando um microscopio ético acoplado a uma camara de fotografia
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digital para obtencéo das imagens histoldgicas. As avaliagdes macroscopicas e histoldgicas
do comportamento do material, apds implantacdo ou da reacdo dos sitios de implantacéo,
sdo utilizadas com o intuito de observar caracteristicas de biocompatibilidade,

osseointegracéo e reacdo inflamatdria, entre outras.

4.4.7 Andlise Estatistica

Para a andlise estatistica, utilizou-se o método qualitativo-quantitativo
(SCHETTERT, 1999), onde se considerou 0 seguinte escore para proliferacao
osteoblastica, indicando osteoinducdo e Trabéculas 6sseas neoformadas (TON) indicando
osteoconducéo.

(0) Ausente — auséncia de osteoblastos e TON.

(1) Leve — 1/3 do campo de viséo preenchido por osteoblastos ou TON
(2) Moderado — 2/3 do campo de visdo preenchido por osteoblastos ou TON

(3) Intenso — 100 % do campo de visdo preenchido por osteoblastos ou
TON

Para avaliar a substituicdo Ossea, observou-se a degradacdo polimérica de

acordo com o seguinte SCORE:

(0) Ausente — Auséncia de Polimero — 100 % de degradagdo — polimero
totalmente substituido por tecido 6sseo maduro.

(1) Leve — 1/3 do campo de visdo preenchido por polimero
(2) Moderado — 2/3 do campo de viséo preenchido por polimero

(3) Intenso — 100 % do campo de visdo preenchido por polimero — nédo
houve degradacéo do polimero

Com esses dados construiu-se a tabela que esta anexa (ANEXO 2).

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o “Software” SigmaStat, versdo
2.0, considerando um nivel de significancia de 5 %. Os resultados foram obtidos utilizando
o teste de Kruskal-Wallis (SHOTT,1990), seguido pelo poés-teste de Dunn para
comparacdo entre os tempos analisados e entre 0s grupos experimentais, em relagdo aos

escores de proliferacdo de osteoblastos, neoformacdo de trabécula 0ssea e degradacéo do
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material. Os demais resultados das varidveis avaliadas neste estudo foram apresentados na

forma de estatistica descritiva e na forma de tabelas.

4.5 Estudo in vitro da bioatividade dos compdsitos VVB/Polimeros

A bioatividade foi avaliada in vitro por imersdo dos compadsitos em SBF, conforme
descrito por Kokubo e colaboradores (KOKUBO et al., 1990). A solugédo de SBF foi
preparada de acordo com o descrito no ANEXO 3 e o teste de bioatividade realizado como
a sequir:

(1) Em tubos de ensaio, foi adicionado em cada um, 1,0 mL de SBF, 10 mg da amostra.

(2) As amostras foram entdo incubadas a 35 °C nos periodos de 0, 10 e 20 dias.

(3) A cada intervalo de 0, 10 e 20 dias de bioatividade, um tubo foi esgotado e o
precipitado foi lavado com agua destilada.

(4) Cada amostra foi a seguir seca a 50 °C em estufa por 24 h e armazenada para posterior
analise morfoldgica de acordo com o item 4.4.1 e para a detec¢do das fases cristalinas por
meio de DRX, conforme descrito no item 4.3.4.

(5) A formacdo de HA, apo6s o periodo de 10 dias, comprovou a natureza bioativa do

material.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo e caracterizagéo fisico-quimica dos VB

A Figura 20 apresenta as curvas TG das amostras com diferentes contetdos de
prata e previamente tratadas a 600 °C/4h. Todas apresentaram uma perda de massa
continua até aproximadamente 500 °C. Essa perda se deve a &gua adsorvida durante o
armazenamento ap6s o tratamento de estabilizacdo a 600 °C e que foi liberada sob

aquecimento durante a medida.
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Figura 20 - Curvas TGA de VB com diferentes quantidades de Ag; as amostras foram tratadas anteriormente
em 600 °C/4h.

Quanto maior o contetido de prata, menor é a perda de massa. Isso significa que a
prata reduz a quantidade de agua adsorvida durante o armazenamento, ou seja, a

higroscopicidade do VB.
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Nesta classe de vidros bioativos, a afinidade com a agua é proporcional ao nimero
de oxigénios nédo ligantes que denominaremos Si-O-NBO devido ao inglés non-bridging
oxigen. A higroscopicidade é correlacionada com os oxigénios ndo ligantes encontrados na
superficie do vidro, tanto externa como nos poros.

Elementos modificadores causam o0 surgimento de oxigénios n&o ligantes,
provocando uma descontinuidade na matriz vitrea (AGUIAR et al.,2008 ). Isso é um fator
positivo quando se quer um material que seja degradavel ou soluvel em SBF, pois esses
grupos Si-O-NBO aumentam o grau de depolimerizacdo da estrutura, controlando, desse
modo, a dissolucdo da silica pela formacao de silanol.

O ion da prata é modificador de rede e deveria aumentar o nimero de oxigénios ndo
ligantes. Contudo, em nossas amostras, nota-se um efeito oposto: a quantidade de Si-O-
NBO ¢ ligeiramente reduzida com o aumento da quantidade de prata, como podemos
observar nas medidas de FTIR.

Nas curvas FT-IR, Figura 21, podem-se identificar os principais modos

vibracionais que estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais grupos funcionais e seus respectivos modos de vibragdes, detectadas no FT-IR de VB
com e sem tratamento térmico e com varias concentragdes de Ag.

Tipo de ligacéo NGmero onda (cm™)
Si—O-Si estiramento 1000-1200
Si—O-NBO estiramento 890-975
Si—O-Si flexdo 750
PO, flexdo antissimétrica 570-600

As ligacBes de PO, flexdo antissimétrica estdo associadas ao fosforo em sitios da
matriz vitrea com maior simetria (crystal-like environment). Para as amostras tratadas a
600 °C as bandas em 1000-1200 cm™ e 500 cm™ apresentaram grande intensidade e largura
devido a densificacdo da estrutura vitrea com aumento do nimero desses sitios de ligagdes,
em comparagdo aos picos das amostras somente secas a 130 °C. Um aumento do
ordenamento estrutural foi confirmada (CIECINSKA,2003) pelo aumento da banda de
PO,>.
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Figura 21 — Espectros FT-IR de VB para as amostras secas em 130 °C e 600 °C.

As amostras contendo 3 % e 5 % de Ag apresentaram aumento das bandas
atribuidas ao oxigénio ligado (bridging oxygen, BO) em relacéo a atribuida ao Si-O-NBO e
ao fosfato. Este fato pode causar uma reducdo da solubilidade de VB em SBF, explicando
a diminuicdo da higroscopicidade para 0 VB com o aumento da quantidade de Ag. Na
Figura 22, temos um grafico com as variacdes dos picos de infravermelho referentes as
ligacGes Si-O-Si para as amostras de VB com vérias concentracdes de Ag, que nao
receberam tratamento térmico e para as amostras tratadas a 600 °C. Notamos que as
energias de ligacdes referentes a Si-O-Si diminuiram consideravelmente com o tratamento
térmico e aumentaram com o aumento da quantidade de prata.

Verifica-se que o tratamento térmico, também denominado estabilizacdo térmica,
foi muito importante para estes vidros bioativos, haja vista que contribuiu para eliminar
hidroxilas contidas nos poros, dgua de ligacdo e residuos de compostos organicos
provocando uma densificacdo da estrutura. A reducdo na energia média de ligacdo, neste
caso, deve-se mais a mudanca da estrutura que a sua densificagdo, diferente do que
veremos com a inclusdo de prata na matriz vitrea.

Dentro da mesma curva, ainda na Figura 22, percebemos que a adi¢do de prata
aumenta a energia de ligagdo, contribuindo, também, para a densificagdo da estrutura,
agora ndo mais por eliminacao de residuos, mas pela reducédo da quantidade de oxigénios
néo ligante (Si-O-NBO). Nesse caso, ndo ocorre mudanca de estrutura, mas eliminacao dos

defeitos tipo vacancia.
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Figura 22 - Posicao do pico de absorcéo no Infravermelho com quantidade de prata em VB.

Os difratogramas de raios-X das amostras, contendo diferentes teores de prata,
estdo apresentados na Figura 23. As curvas possuem caracteristicas principalmente de
materiais amorfos correspondendo aos VB. No entanto, apresentaram uma cristalizacao
muito incipiente de quartzo e HA, formada durante a sintese do VB no periodo de secagem
da amostra. Estes sitios cristalinos sdo identificados quando se observa picos de pequena
amplitude e grande largura de reflex@o. As linhas de reflexdo da prata metalica sdéo bem
mais estreitas e intensas, porque ndo decorrem necessariamente de uma cristalizacdo a

partir da matriz vitrea, mas aparentemente de uma “precipitacdo” de fase metalica.
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Figura 23 - DRX padrdo de VB com diferentes quantidades de Ag. (A) SiO,, (0) Prata, (¥) HA.

Parte da prata se dissolve na matriz vitrea, ocupando sitios especificos e 0 excesso
cristaliza em prata metalica em forma de particulas muito pequenas. A presenca de
nanoparticulas de prata no material é uma condicdo vantajosa do ponto de vista
microbioldgico, pois durante o processo de dissolucdo do vidro, essas particulas serdo
liberadas, atuando como bactericida no organismo. A prata € bactericida mais eficiente na
forma de nano particulas do que na forma de sais. As formas i6nicas de prata ao se ligarem
a proteinas e acidos nucleicos parecem ter a sua atividade antimicrobiana reduzida
(BRETT, 2006). Em geral, os ions Ag+ sdo muito reativos e combinam-se com
aminoacidos como cisteina e outros compostos como tioglicolato de sédio contendo grupos
tiois (LIAU, et al., 1997), com cloretos e proteinas séricas, perdendo sua atividade
bactericida (LYCZAK & SCHECHTER, 2005). Estes ultimos autores mostraram a
importancia da liberacdo controlada de Ag+ no efeito bactericida, quando em presenca de
proteinas séricas. Particulas grandes de prata metalica (1 a 2 mm) ou nanometricas (70 nm)
liberam em meio liquido ions Ag+ muito lentamente e, consequentemente, estes sdo
adsorvidas pelas proteinas e perdem atividade. Nitrato de prata em solugdo é altamente
dissociavel e libera Ag+ rapidamente, que, também, forma complexos com proteinas, apds
exibirem curto periodo de atividade antibacteriana. As nanoparticulas, ao contrario,
apresentam grande &rea superficial em relacdo ao seu volume sendo fortemente reativas

(WIINHOVEN, et al., 2009). Nano cristais de prata (<50 nm) ndo sdo complexados por
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proteinas séricas e podem ser absorvidos pelas células bacterianas, liberando Ag+ no seu
interior e nas proximidades das membranas celulares onde atuam. Dessa forma, exibem
atividade antibacteriana por periodos prolongados, mesmo em presenca de altas
concentragdes de proteinas séricas.

As micrografias obtidas por MEV das amostras de VB com 0, 1, 3 e 5 % de Ag
estdo apresentadas na Figura 24. Verifica-se que as particulas estdo parcialmente
aglomeradas com tamanho médio de particulas acima de 100 nm. Isso mostrou a
necessidade de se fazer uma desaglomeracdo dessas particulas, fazendo uma moagem
mecanica. A incorporacdo de Ag ndo causou alteragcdo significativa na morfologia dos

gréos.

- fEEL ik

Figura 24 - VB com tratamento térmico 600°C e com (a) 0%, (b) 1%, (c) 3% e (d) 5% de Ag

-
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5.2 Estudo e caracterizacao fisico-quimica dos compdsitos VB/PU

A Figura 25 apresenta os difratogramas de raios-X dos vidros bioativos com 0 % de
prata, denominado VB (Figura 25a) e 5 % de prata denominado VBAg (Figura 25b), que
foram estudadas no item 5.1 juntamente com os difratogramas dos compositos formados de

polimeros com varias concentracfes desses vidros bioativos.
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Figura 25 - DRX obtidas dos compésitos: (a) PU/VB e (b) PU/VBAg.

O difratograma da amostra de referéncia (PU com 0% de VB ou VBAQ) apresentou
dois halos. As difratometrias dos compdsitos PU com os vidros bioativos ndo apresentaram
picos de cristalizagdo dos VB e VBAg devido a baixa adicdo frente a sensibilidade do
equipamento.

No entanto, podemos observar que, quando o VB e VBAg foram adicionados a
matriz polimérica, a intensidade do halo principal diminuiu com a quantidade de VB e
VBAGg.

PadrGes de difratometria de raios-X de polimeros semicristalinos geralmente
apresentam picos. Contudo, é bem conhecido que a morfologia de polimeros depende da
natureza e comprimento dos segmentos rigidos, 0s quais formam zonas tridimensionais
espacialmente arranjadas e predominantemente paracristalinas (WILKE, 1983). Dessa
maneira, 0s halos observados nas medidas de raios X obtidas para o polimero e compdsitos

polimeros/vidros bioativos tém sido associados & ordem de curto alcance das estruturas
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locais de PU formado pelos segmentos rigidos. Os resultados observados na Figura 25
foram associados & maior desordem na estrutura polimérica gerada pela adicdo de VB e
VBAg. A inclusdo das particulas de vidro diminui a mobilidade das cadeias poliméricas e
impedem o ordenamento durante o processo de cura.

Os segmentos rigidos sdo compostos pelos extensores de cadeias formados pelo
6leo da mamona.

O polimero de mamona é feito de dois componentes: poliol (derivado do 6leo) e
pré-polimero (poliol + MDI). O pré-polimero € a parte rigida deste polimero.

O grau de ligacGes cruzadas, principalmente formado pelo hidrogénio entre grupos
uretanos adjacentes, depende da proximidade e do espacamento entre 0s segmentos
rigidos. A distdncia média entre as cadeias poliméricas <R>, em angstrom, pode ser
calculada pela aplicacdo da Equacdo (1), utilizando a posi¢do angular do halo com maior
intensidade, observado nas medidas de difracdo de raios-X (HALASA et.al., 1991).

1)

A posicdo do halo igual a 19.5+0.4 A ndo apresenta mudanca com a adicio de VB
ou VBAg, consequentemente, a distdncia média entre as cadeias poliméricas ndo variou,
nem mesmo a largura mudou com a adicdao de carga (filler). Entdo, a carga ndo muda a
estrutura de curto alcance, nem a ordem. Porém, a diminuicdo da intensidade do halo
indica um aumento quantitativo de volume amorfo no polimero em detrimento das por¢oes
paracristalinas. Isso ocorre devido a distribuicdo ndo homogénea das particulas de VB com
a tendéncia de formar clusters.

Curvas DSC de polimeros e seus compositos com VB e VBA(g estdo mostradas nas
Figuras 26 e 27 , respectivamente. Em 63°C um pequeno pico endotérmico é observado
nas curvas de DSC para o polimero referido por T;. Com 0 aumento da concentracdo de
VB acima de 5% em peso, este pico ndo foi observado. Dois picos foram identificados
como temperatura de transic&o vitrea, Tq1 € Tg2 € um pico exotérmico, com 0 maximo em
T,, aparecendo imediatamente ap0s a primeira transi¢do vitrea. As temperaturas Tq1 e Ty
foram designadas para as temperaturas de transicdo vitrea de segmentos rigidos presentes
na fase mista (composta pelos segmentos rigidos e flexiveis) e para a fase rigida pura,

respectivamente, como suposto por Saiani et al. (SAIANI et.al., 2001).
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Figura 26 - Curas DSC para compésitos PU/VB (a) mostrando a temperatura T, e (b) mostrando as
temperaturas Tg;, T, € Ty, , Obtidas a 10 °C/min.
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Figura 27 - Curvas DSC para comp6sitos PU/VBAGg, (a) mostrando Ty, e (b) mostrando as temperaturas Ty,
T, e Ty, obtidas a uma taxa de 10 °C/min.

Eisenbach (EISENBACH et al. 1986) observou um evento endotérmico nas curvas
DSC de polimeros poliuretanos em aproximadamente 60°C e atribuiu a perda de
organizacdo dos segmentos rigidos N-H...C=0, de segmentos rigidos na regido interfacial
entre segmentos rigidos e flexiveis.A auséncia deste pico endotérmico em 60°C nas curvas
de DSC para os materiais compadsitos fundidos tem sido atribuida a uma melhor dispersédo
dos segmentos rigidos e flexiveis, portanto, um aumento na separacdo de fase, 0s quais
proporcionam uma regido interfacial mais estreita e ordenada (FINNIGAN et.al., 2004).
As amostras de polimero puro utilizadas nesse trabalho apresentaram este pico
endotérmico em 63 °C (T,), denotando uma ordem interfacial na regido de segmentos
rigidos e flexiveis. No entanto, com 0 aumento da concentracdo de VB este pico nao foi

observado. A inclusdo de VB puro e dopado com Ag no polimero, em concentragcdo acima
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de 5%, impede esta ordem na regido interfacial da separagéo de fase, durante a cura do
polimero.

Pukanszky e colaboradores (2008) observaram uma separacdo nanofasica em
polimeros elastobmeros segmentados. Concluiram que esta separacdo de fase foi causada
pela mudanca na composicdo, 0s quais levam & mudanca nos grupos —OH. Uma extensdo
disso, tanto quanto o tamanho e propriedades da fase dispersa, também depende da
composicdo. Um evento exotérmico, observado por Finnigan (2004) e co-autores durante
medidas DSC, foi atribuido a separacdo da fase mista (segmento rigido + flexivel),
fornecendo uma maior mobilidade aos segmentos rigidos, causando, provavelmente, uma
reducdo na regido interfacial entre as fases mista e rigida devido a um maior ordenamento
das regides rigidas. Observamos também este pico exotérmico, com 0 maximo em Tp,
imediatamente apos Ty (primeira transi¢do vitrea).

H& uma coexisténcia de eventos térmicos na faixa de 60 a 140 °C, os quais
poderiam ser atribuidos a temperatura de fusdo causada pelo desordenamento dos
segmentos rigidos formados por MDI e a transi¢do vitrea de segmentos puros rigidos,
respectivamente.

O estudo da influéncia térmica sobre as multiplas temperaturas de fusdo em blocos
altamente rigidos de poliuretanas foi publicado por Saiani e colaboradores (2001). A
morfologia das amostras foi atribuida a formagdo de uma regido pura de segmentos rigidos
e uma fase mista (segmentos rigidos + flexiveis). A separacdo de microfases na regido de
fase mista dos polimeros foi causado por um tratamento térmico, proporcionando duas
transi¢Oes vitreas Tgup (Temperatura de transicdo vitrea da fase rigida) e Tgns (Transicdo
da fase vitrea de segmentos rigidos na fase mista). Assim, Tq1 € Tg2, €M NOSsos resultados
poderiam ser atribuidas as temperaturas de transicéo vitrea de segmentos rigidos na regido
interfacial e para as regides de segmentos rigidos, respectivamente.

E bem conhecido que a inclusdo de particulas (micro ou nanoparticulas), em
diferentes matrizes poliméricas, pode diminuir a mobilidade molecular de redes o que
causa um aumento na temperatura Ty (BERNARDI et al, 2008). Apos a inclusdo de VB e
VBAg, nenhuma mudanga significativa foi observada nas temperaturas de transi¢do vitrea,
considerando o erro (x2°C), mas um evento térmico torna-se mais amplo e mais intenso
com o aumento da concentracdo de VB e principalmente com a inclusdo de VBAg. Além
disso, Ty, foi mais evidente nas curvas DSC dos compositos PU/VB enquanto que a Ty foi

mais bem identificado nas curvas DSC das amostras PU/VBAg devido a sobreposicdo dos
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eventos térmicos. Temperaturas caracteristicas observadas nas curvas DSC de amostras
PU, PU/VB e PU/VBA(g estdo sumarizadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Temperaturas caracteristicas de PU contendo diferentes concentracdes de VB e VBAGg.

Carga PU/VB PU/VBAg
(Massa %) (x2°C) (x2°C)
(endo) (exo0) (endo) (exo0)

0 63 145 159 177 63 145 159 177
0.7 63 145 159 173 60 136 159 170

5 63 - 163 170 64 137 165 172
10 - 136 161 171 - 138 162 -
20 - - 161 171 - 140 156 -

A Figura 28 mostra uma absorcdo FT-IR representativa do PU. A vibragédo
molecular de interesse foi identificada como: (a) carbonila (~1712 cm™), (b) grupos
isocianatos (~2270 cm™), (c) estiramento assimétrico de ligagbes carbonila, -C-H, (~2855
cm™) e (d) estiramento simétrico das ligagdes carbonila (~2926cm™). Todas as amostras
apresentaram vibracdes correspondentes aos grupos isocianatos, -N=C=0, que sdo

caracteristicos de uma cura incompleta do polimero.

Absorbancia (u.a)

T T T T T T T T
400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600 4000
Numero de onda (cm'1)

Figura 28 - Espectros FT-IR de polimero puro, PU (a) carbonila, (b) grupos isocianatos (c) Estiramento
assimétricos (d) Estiramento simétricos de liga¢Bes de carbonila -C-H.

Foi possivel avaliar um significante carater alifatico do 6leo de mamona (ligac6es

C—H em 2980-2940 cm ™). Todos os poli6is apresentaram uma banda intensa de ligacées
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O-H em 4000 cm ™, e de C—O relativos aos éteres e ésteres presentes nas estruturas (1100 e
1210 cm™). A absorcdo em 1700 cm™* é muito intensa no espectro de 6leo de mamona
devido a predominancia de estruturas tipo poliéster.

Quando a cura do polimero é completada, a vibracdo de isocianatos tende a
desaparecer, enquanto as linhas espectrais correspondentes a ligages de estiramento
simétrico e assimétrico de carbonilas (2855 cm™ e 2926 cm™) aumentam. Apds a inclusio
de VB e VBAg, as bandas de vibragédo para as ligacdes C-H com a carbonila mostraram
grande intensidade, como pode ser observado na Figura 29. Este resultado sugere um
aumento na cura do polimero com a adicdo de VB e isto € claramente dependente da
concentracdo para compositos PU/VB.

PU/VBAg

4 0%
ez s 5%

%" ‘\{5\. -0 10%

- = 20%

Absorbancia (u.a)
Absorbancia (u.a)

2750 28’00 28’50 29’00 29’50 30’00 3050 2750 28‘00 28‘50 29‘00 29‘50 CiOIOO 3050
Namero de Onda (cm™) Namero de Onda (cm™)

Figura 29 - Espectros FT-IR mostrando a absorcéo correspondente as ligagdes C-H com grupos
carbonilas em compésitos PU/VB e PU/VBAG.

A energia de vibracdo de grupos isocianatos aumenta com a inclusdo de VB e
VBAg. No entanto, 0 VB apresentou maior influéncia na energia de vibracdo como pode
ser observado na Figura 30. Este resultado pode ser atribuido a distor¢do na molécula de
isocianato, devido a mudanca do empacotamento da matriz polimérica com a adicdo de
VB. Este resultado esta de acordo com os resultados de DRX, que sugere uma estrutura

mais desordenada para os compositos PU/VB e PU/VBAGg.
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Figura 30 - Mudanga no comprimento de onda (n) da vibracdo de grupos isocianatos como funcdo da
concentragdo de carga (filler). As linhas pontilhadas sdo unicamente um guia para os olhos.

5.3 Microestrutura e Bioatividade em SBF dos compdsitos de Polimero/VB

A morfologia das superficies fraturadas das amostras, obtidas por medidas de MEV

estdo apresentadas na Figura 31. Os compositos com 5 e 20% de VB e VBAg foram

escolhidos para serem representantes de todas as composigdes.

BEe . DRI UFESe

8

Figura 31 - Micrografias MEV de PU/VB (coluna esquerda) e PU/VBAg (coluna direita). Amostras na
primeira linha tem 5% de vidro bioativo e 20% na segunda linha.



65

Duas regides diferentes sdo identificadas na Figura 31. H& aglomerados que s&o
compositos de VB com polimero embebidos na matriz polimérica. As particulas de VB
dispersam melhor que as VBAg e formaram grandes aglomerados com fronteiras menos
definidas. Este resultado pode ser atribuido ao potencial de ligacao de hidrogénio entre PU
e VB, porque os grupos hidroxilas presentes na superficie do VB sdo capazes de formar
pontes de hidrogénio, provavelmente, com os segmentos rigidos do poliuretano. Uma
maior afinidade desses grupos hidroxilas apresentados pelo VB em comparacdo ao VBAg
poderia ser responsavel pela maior dispersao na matriz polimérica como vimos nas
caracterizagdes fisico-quimicas dos VBA no item 5.1.

A morfologia das amostras observadas no MEV est4 de acordo com os resultados
observados pelo DRX. A melhor dispersdo do VB na matriz polimérica pode estar
associada a maior influéncia do VB sobre o desordenamento do PU, como observado pela
diminuigéo do halo na difragéo de raios-X.

A Figura 32 mostra micrografias de compositos com 20% em massa de VB e
VBAg apos terem sido imersas em SBF por 0, 10 e 20 dias. As micrografias revelam dois
processos quase que simultaneos, mas distintos entre si. Um € a degradacdo do polimero e
outro é a formacéo de hidroxiapatita na superficie dos compositos.

Verifica-se que em presenca de SBF os defeitos (trincas e poros) aumentam
significativamente, colocando em evidéncia as regides com diferentes contetidos de VB e
VBAQg. Este processo € significativamente mais intenso nas amostras, contendo VBAg nas
quais o compdsito sofre até mesmo uma esfoliacdo e placas se destacam da superficie. Isso
reflete e corrobora todos os resultados anteriores que indicam uma interacdo entre PU e
carga bastante diferente para VB e VBAg.

A inclusdo dos vidros bioativos aumenta a porosidade do polimero, causando uma
maior infiltracdo do SBF. Isso, por outro lado, aumenta a degradacdo do polimero e o
contato das particulas de vidro com o SBF. Fechando o ciclo, um maior aumento da
porosidade ocorre tanto pela degradacdo do polimero quanto pela dissolucéo, seguido de
recristalizacdo das particulas de vidro. Tal fato torna-se um ciclo fechado com

realimentacéo positiva.
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Figura 32 - Micrografias MEV de polimeros com 20% VB (esquerda) e 20% VBAg (direita). Zero dias em
SBF na primeira linha, 10 dias na segunda linha e 20 dias na terceira linha.

A melhor disperséo do VB em comparacdo com o VBAg faz que, finalmente, aos
20 dias de exposicdo, se forme um superficie plana de particulas pequenas de
hidroxiapatitas no compoésito com VB e uma mistura de placas de hidroxiapatitas com
particulas pequenas e aglomerados de particulas grandes no compdsito com VBAGg.

Em adicdo a esta evidéncia morfoldgica da diferenca nas cinéticas de formacéo
(cristalizacdo) de hidroxiapatita, temos os difratogramas de raios-X (Figura 33) obtidos

para 0s compdsitos imersos em SBF por varios periodos. Enquanto que 0s compdsito com
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VBAg favorecem fortemente a formacdo de hidroxiapatita carbonatada; o compdsito com

VB apresenta a formacao da hidroxiapatita alem da hidroxiapatita carbonatada.
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Figura 33 — Difratogramas de raios-X dos compositos para varios periodos de exposicdo em SBF.a)
Composito com VB b) compésito com VBAg onde HA = Hidroxiapatita, HCA = Hidroxiapatita Carbonatada
e Ag = Prata

5.4 Avaliacao microscopica dos implantes 6sseos in vivo

Para a realizacdo da andlise do comportamento dos compdsitos implantados,

levaremos em conta dois fatores: a) a quantidade (presenca) de material polimérico em
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funcdo do tempo e b) a presenca de elementos indicativos do processo de crescimento
0sseo. Esses elementos seriam ostedcitos, osteoblastos e trabéculas 6sseas. A diminuicdo
do material polimérico é indicativo da degradacdo e reabsorcdo do implante e, portanto,
uma medida da biodegradabilidade do mesmo, enquanto que a presenca de células e
trabéculas é uma medida da osteocondutividade e possivel osteoindutividade do
compdsito.

5.4.1 Estudo da biodegradabilidade do compésito

A Figura 34 mostra imagens de cortes histologicos dos grupos A e C (implantes de
polimero com 20 e 50% de concentracdo de VB respectivamente) nos tempos de
observagao 15, 21 e 30 dias. As imagens foram obtidas com aumento 25 X.

As amostras com apenas 15 dias de observacdo apresentam ainda muito polimero,
mas com o passar dos dias a quantidade do compdsito diminui significativamente e com 30
dias o polimero foi quase totalmente reabsorvido. Para este tempo, ambas as amostras
apresentam quase que somente componentes 6sseos ou formadores 6sseos.

Comparando as amostras com 0 mesmo tempo de implante, mas com quantidades
de VB diferentes, observamos que a biodegradabilidade do compdsito com maior
quantidade de VB é significativamente maior. Isto se torna mais evidente para as amostras
com 15 e 30 dias.
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Figura 34 — Cortes histolgicos dos grupos A (polimero com 20%VBA) e C (polimero com 50% VBA) com
tempos de observagdo 15, 21 e 30 dias.

Notamos que os animais dos grupos B e D, que receberam 20 e 50 % VB dopados
com 5% molar de Prata (VBAQ), respectivamente, apresentaram muita dificuldade para a
retirada dos implantes, devido a uma grande formacdo de tecido fibroso ao redor dos
implantes.
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A Figura 35 apresenta o Grupo B em 21 e 30 dias em aumentos de 2,5X. Nota-se
que, mesmo apos 30 dias, ha presenca de muito polimero e algumas regiGes bem escuras
devido a prata. No entanto, com 30 dias, 0 0sso ndo foi totalmente neoformado; houve

presenca de trabéculas dsseas no interior do defeito preenchido com polimero.

Figura 35 - Cortes histologicos dos grupos B (polimero com 20%VBAg) tempos de observagdo 21 e 30 dias

A Figura 36 apresenta o grupo D em 15 e 30 dias em aumentos de 2,5X. Podemos
observar que o defeito com 15 dias apresenta ainda muito polimero e com 30 dias vemos
apenas o defeito, sem polimero e sem tecido 0sseo, sugerindo que o compdsito ndo aderiu

a0 0SsO.

Figura 36 - Cortes histoldgicos dos grupos D (polimero com 50%VBAg) tempos de observagdo 15 e 30 dias.
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Em contradigdo com os testes em SBF, nos quais as amostras dopadas com prata se
apresentaram mais biodegradaveis, nos testes in vivo, o composito ndo foi reabsorvido
integralmente, mesmo apds 30 dias de implante. 1sso pode ser explicado possivelmente
pelo seu encapsulamento em tecido fibrosos reduzindo a irrigagédo pelo fluido corpéreo.

Em consequéncia, podemos dizer que os testes in vitro sdo muito limitados para se
concluir inequivocamente sobre as potencialidades de um biomaterial, uma vez que néo
levam em conta inumeros processos fisioldgicos que irdo interferir nos processos de
reabsorcéo, osteoconducao e osteoinducao.

Em adigdo a avaliagdo qualitativa realizada sobre a biodegradabilidade, baseada em

alguns parametros mais quantitativos serdo apresentados a seguir.

5.4.2 Estudo da osteoinducdo

Para o estudo da Osteoinducdo, levamos em conta a proliferacdo de osteoblastos.
Quanto maior a proliferacdo de osteoblastos em fungdo do tempo, maior a osteoindugéo.
Na Tabela 3, estdo apresentados os resultados referentes a proliferacdo de osteoblastos, de
acordo com o tempo e o0 grupo experimental avaliado.

Houve diferenca significativa entre os tempos analisados, em relacdo a proliferacéo
de osteoblastos, tanto no grupo A, em que o defeito dsseo foi preenchido com polimero de
mamona com 20% de VB, como no grupo C, em que o defeito dsseo foi preenchido com
polimero de mamona com 50% de VB (teste de Kruskal-Wallis, Grupo A: p=0,012; Grupo
C: p=0,003). Em ambos os grupos, o escore de proliferacdo de osteoblastos apos 21 e 30
dias foi significativamente maior do que aquele observado apds 15 dias (pos-teste de Dunn,
p<0,05).
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Tabela 3 - Resultados referentes a proliferacdo de osteoblastos, de acordo com o tempo € 0 grupo
experimental avaliado.

Escore de proliferacéo de osteoblastos

VB VB + Ag (Polim)
Tempo A C B D
20% 50% 20% 50%
15 dias 1(2) Ba 1(2) Ba 1(2) Aa 3(2) Aa
21 dias 3(1) Aa 3(0) Aa 2 (2) Aa 2 (3) Aa
30 dias 3 (1) Aa 3(0) Aa 3(2) Aa 3(3) Aa

Os dados estéo apresentados na forma de mediana (faixa de variagéo).
Letras maiUsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os dias. Mesmas letras mintsculas
nas linhas indicam diferenca néo significativa entre os tratamentos.

Comparando, agora, 0s grupos que receberam polimeros com VBA com e sem
prata, observamos, ainda na Tabela 3, que nos grupos B e D, em que o defeito 6sseo foi
preenchido com polimero de mamona com 20% e 50% de VB, dopado com prata,
respectivamente, ndo houve diferenca entre os tempos, em relacdo ao escore de
proliferacdo de osteoblastos (teste de Kruskal-Wallis, Grupo B: p=0,071; Grupo D:
p=0,720).

Em nenhum dos tempos analisados houve diferenca entre o grupo A e o Grupo B, em
relacdo ao escore de proliferacdo de osteoblastos (teste de Mann-Whitney, 15 dias:
p=1,000; 21 dias: p=0,548; 30 dias: p=0,690). Com relacdo aos grupos C e D, também néo
houve diferenca em nenhum dos tempos analisados em relacdo ao escore de proliferacao
de osteoblastos (teste de Mann-Whitney, 15 dias: p=0,063; 21 dias: p=0,190; 30 dias:
p=0,310).

5.4.3 Estudo da Osteoconducéo

Neste caso, consideramos o numero de trabéculas Osseas neoformadas ligado a
osteoconducdo do biomaterial. Quanto maior o nimero de trabéculas dsseas neoformada
em menor tempo, melhor é a propriedade osteocondutora do material.

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados referentes a trabécula 0Ossea

neoformada, de acordo com o tempo e o grupo experimental avaliado.
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Houve diferenca significativa entre os tempos analisados, em relagdo a neoformacéo
de trabécula 6ssea, tanto no grupo A como no grupo C (teste de Kruskal-Wallis, Grupo A:
p=0,008; Grupo C: p<0,001). No grupo A, o escore de trabécula dssea neoformada apos 21
dias foi significativamente maior do que aquele observado apds 15 dias (pos-teste de Dunn,
p<0,05). J& no grupo C, o escore de trabécula 6ssea neoformada ap6s 30 dias foi
significativamente maior do que aquele observado ap6s 15 dias (po6s-teste de Dunn,
p<0,05).

Tabela 4 - Resultados referentes a trabécula 6ssea neoformada, de acordo com o tempo e 0 grupo
experimental avaliado.

Escore de trabécula 6ssea neoformada

VB VB + Ag (Polim)
Tempo A C B D
20% 50% 20% 50%
15 dias 0(0) Ba 0 (0) Ba 0(2) Aa 0 (0) Aa
21 dias 3(1) Aa 3 (2) ABa 2 (2) Aa 1(3) Aa
30 dias 3 (3) ABa 3(0) Aa 3(3) Aa 3(3) Aa

Os dados estdo apresentados na forma de mediana (faixa de variagéo).
Letras maitsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os dias.
Mesmas letras minGsculas nas linhas indicam diferenca ndo significativa entre os tratamentos.

Comparando 0s grupos com e sem prata na composi¢do notamos que em nenhum dos
tempos analisados, houve diferencga entre o grupo A e o Grupo B em relagéo ao escore de
trabécula éssea neoformada (teste de Mann-Whitney, 15 dias: p=0,310; 21 dias: p=0,310;
30 dias: p=1,000) e também nédo houve diferenca entre o grupo C e D, em relacdo ao escore
de trabécula dssea neoformada (teste de Mann-Whitney, 15 dias: p=1,000; 21 dias:
p=0,286; 30 dias: p=0,310).

5.4.4 Estudo da Degradacdo do composito PU/VBA e PU/VBAQ

Na Tabela 5, estdo apresentados os resultados referentes a degradacdo do material, de

acordo com o tempo e o grupo experimental avaliado.
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Constatou-se que houve diferenca significativa entre os tempos analisados, em
relacdo a degradacdo do material, tanto no grupo A como no grupo C.

Nestes dois grupos, o escore de degradacdo do material apos 30 dias foi
significativamente maior do que aquele observado ap6s 15 dias (poOs-teste de Dunn,
p<0,05). Além disso, no grupo C, o escore de degradacao do material apos 21 dias também
foi significativamente maior do que aquele observado ap6s 15 dias (pds-teste de Dunn,
p<0,05).

Tabela 5 - Resultados referentes a degradagdo do material, de acordo com o tempo e o grupo experimental
avaliado.

Escore de degradacéo do material

VB VB + Ag (Polim)
Tempo A C B D
20% 50% 20% 50%
15 dias 1(1) Aa 1(1) Aa 1(3) Aa 1(0) Ba
21 dias 2 (2) ABa 1(3) Aa 3(2) Aa 2 (2) ABa
30 dias 3(1) Aa 3(1) Aa 2 (2) Aa 3(1) Aa

Os dados estdo apresentados na forma de mediana (faixa de variagéo).
Letras maidsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa entre os dias. Mesmas letras mintsculas
nas linhas indicam diferenca néo significativa entre os tratamentos.

Comparando-se 0s grupos que receberam VBA com prata e sem prata, em nenhum
dos tempos analisados, houve diferenca entre o grupo A e B, em relacdo ao escore de
degradacdo do material (teste de Mann-Whitney, 15 dias: p=0,841; 21 dias: p=0,686; 30
dias: p=0,310) e também nédo houve diferenca, em nenhum dos tempos analisados entre 0s
grupos C e D em relacdo ao escore de degradacdo do material (teste de Mann-Whitney, 15
dias: p=0,413; 21 dias: p=0,343; 30 dias: p=1,000).
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6 CONCLUSOES

De acordo com as discussdes feitas neste trabalho, pode-se concluir que a estrutura
dos VB’s pode ser estabilizada em 600 °C para todas as composi¢Ges estudadas.

A inclusdo de prata na matriz vitrea diminui a sua higroscopicidade o que nos
levaria a supor preliminarmente que quanto maior a quantidade de prata na matriz menor a
solubilidade e, portanto, menor a biodegradabilidade.

A prata altera a cinética de cristalizacdo do vidro, uma vez que as amostras sem Ag
cristalizaram-se, principalmente, como HA e as amostras contendo 3 e 5% de Ag
cristalizaram-se nas fases HA, silica e Ag metalica.

A inclusdo de particulas de VB ou VBAg na matriz polimeérica causou
primordialmente uma perda de cristalinidade dos segmentos rigidos do polimero. Em
outras palavras, a parte polimérica do compdsito permaneceu amorfa com inclusdo de
particulas acima de 20% em peso. Isso tem como consequéncia, em polimeros
biodegradaveis, aumento de porosidade e um aumento da biodegradabilidade.

As particulas de VB ficaram mais bem dispersas na matriz que as particulas de
VBAGg e, assim, foram esperados que a heterogeneidade e porosidade dos compo6sitos com
VBAg fossem muito maiores, tendo como consequéncia uma maior degradabilidade do
polimero com prata. De fato, os testes de bioatividade in vitro mostraram que 0s
compdsitos com VBAg foram muito mais degradados para 0 mesmo tempo de exposicao.
Devido a isso, as particulas ficaram com o decorrer do tempo de exposi¢do ao SBF, muito
mais expostas e em contato com o SBF nos compositos contendo VBAg e a deposicao de
HA foi mais intensa.

No entanto, enquanto no compdsito com VBA ocorreu a deposi¢do de HA, no com
VBAg ocorreu a deposi¢cdo de HA carbonatada.

Desses resultados preliminares, esperava-se que a menor solubilidade do VBAg
fosse compensada pela maior degradabilidade da matriz polimérica contendo este tipo de
vidro. Os testes in vivo ndo corroboraram esta conclusdo prévia.

Os testes in vivo mostraram que 0os compadsitos com VBAg causaram a formacéo de
tecido fibroso em torno do implante, dificultando sua adesdo ao o0sso. Dessa forma, a

degradacdo do compdsito contendo prata ficou bastante comprometida. No entanto, onde
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ocorreu adesdo, o desenvolvimento do osso parece ter seguido velocidade semelhante para
amostras com ou sem prata.
De forma geral, compositos de poliuretana e vidros bioativos parecem aumentar a

degradabilidade, a deposicdo de hidroxiapatita e a velocidade de crescimento 6sseo.
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PROPOSICOES PARA TRABALHOS FUTUROS

E interessante investigar proximamente:

Uma composi¢do contendo prata em menor quantidade para evitar respostas
inflamatorias;

Adicéo de outros ions influentes nos processos inflamatdrios ou no processo de
regeneracdo 0ssea;

Controlar a macroporosidade dos compositos para investigar a
osteocondutividade mais precisamente;

Utilizar animais de maior porte e com velocidade de regeneracdo 06ssea mais
lenta para podermos investigar no tempo o progresso radial do crescimento
6sseo. Utilizando implantes de maior didmetro;

Inserir 0 compdsito polimero de mamona com vidro bioativo em 0Ss0s
medulares.

Diminuir o nimero de grupos estudando aumentando o ndmero de ratos por

grupo para obter melhorias nas andlises estatisticas.
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ANEXO |

PROTOCOLO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA DOS ANIMAIS

MINISTERIC DA EDUCAGAD
LINNWERSIDADE FEDERAL DE MATD GROSSC DO SUL

CERTIFICADDO

Certificamos que o Protocolo n® 189/2008 da Mestranda
Pollyanna Daniella Candelorio, sob a orientagcdo da Prof. José Renato
Jurkevicz Delben, referente ao projeto de pesquisa “Estudo e
caracterizacao de compositos de poliuretana e vidros
bioativos dopados e ndo dopados com prata”, estd de
acordo com os principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA), com a legislagédo vigente e demais
disposicbes da ética em investigacdo que envolvem diretamente os
animais e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE

ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 24 de outubro de 2008.

Campo Grande (MS), 25 de outubro de 2008.

Dr? Maria &raw

IS ah CEUA
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ANEXO Il —Tabela com scores

R A

21 DIAS / AMOSTRA

30 DIAS / AMOSTRA

15 DIAS / AMOSTRA
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ANEXO I11

Protocolo para preparacdo de Simulated Body Fluid (SBF).

Lavar bem a parede da garrafa e do bastdo de um vidro com solugdo 1N-HCI,
detergente neutro,e agua destilada deionizada. Secar bem.

Colocar 500 mL de 4gua destilada deionizada em uma garrafa de polietileno e fecha-
la com tampa de vidro.

Com a agitacdo da agua de um agitador magnético e dissolva os reagentes , um a um
na ordem dada na tabela abaixo (um apds o outro apos totalmente dissolvido).

Ajustar a temperatura da solucdo a 36,5°C em banho Maria , e ajuste o pH da solucao
em pH 7,40 agitando-a e titulando com uma solucéo de HCI 1N gota a gota.
Transferir a solucdo da garrafa de polietileno para um frasco volumétrico de vidro.
Adicione agua usada para lavar a garrafa de polietileno ao frasco da solucéo.

Ajustar o volume total da solugdo a um litro pela adi¢do de agua destilada deionizada,
e agite o frasco a 20°C.

Transferir a solucdo do frasco & garrafa de polietileno e estoque a garrafa no
refrigerador a 5-10°C (se ocorrerem precipitados ndo use essas solu¢do nem seu

container novamente).

Reagentes para a preparagdo de SBF (pH7.40, 1L)

Ordem Reagente Quantidade
@ NaCl 7.996 g
(2 NaHCO, 0.350 g
3) KCI 0.224 ¢
4) K,HPO,- 3H,0 0.228¢
(5) MgCl, - 6H,0 0.305 g
(6) 1M-HCI 40 mL

(Aproximadamente 90 % da quantidade total de HCI sera adicionada)

) CaCl, 0.278 g
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