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RESUMO

Esta tese tem como objetivo propor a utilizacdo de um material
polimérico biodegradavel, o PHB (poli (B-hidroxibutirato)) para osteosintese e
regeneragao de tecido 6sseo. Para isto, realizou-se um estudo investigativo do
desempenho do PHB, analisando fatores como: bioatividade, biodegradacéo,
biocompatibilidade, propriedades mecanicas e térmicas. Para a avaliacdo da
bioatividade do PHB, este foi submetido ao contatc com um ambiente,
mimetizando o meio bioldgico, a solugdo de SBF (Simulated Body Fluid),
determinando a morfologia, a composicao quimica e a hidrofilicidade destas
placas de PHB apo6s a interagdo com este meio. Para o estudo da
biodegradagao, o PHB foi submetido ao contato com uma solugdo tampéao
(PBS) e lisozima. A avaliagao das propriedades mecanicas foi realizada antes e
apos as placas serem submersas na solugdo tampao com lisozima. A
biocompatibilidade foi determinada por meio do teste de viabilidade celular,
utilizando o método do MTT e da producgao de oéxido nitrico (NO). As amostras
do PHB foram caracterizadas estrutural e morfologicamente, através das
analises de DRX, FTIR, MEV, EDS, MO, MFA, angulo de contato, TG/DTG,
DSC, TMA e ensaios de tragdo e flexdo. Apds a avaliagdo dos resultados
obtidos in vitro, conclui-se que: o PHB mesmo sendo um polimero hidrofébico,
mostrou que apods o ataque com peroxido de hidrogénio, ficou mais receptiva,
adquirindo um comportamento bioativo; apresentou discreta biodegradagéo
superficial sem comprometimento estrutural e manteve as propriedades
mecanicas proximas do PHB original ao final do periodo de 180 dias de
exposigédo ao ambiente biodegradavel. Por fim, comprovou-se que o PHB € um
polimero biocompativel, pois através da determinagdo da porcentagem da
viabilidade celular e a determinagao da produgdo de oOxido nitrico (NO),
apresentou um resultado de 87,22% e 3,5 respectivamente, muito proximo as

meédias dos grupos controles realizados.

Palavras-chaves: PHB, bioatividade, apatita, tecido 6sseo.



ABSTRACT

This thesis aims to propose the use of a biodegradable polymeric
material PHB (poly (B-hydroxybutyrate)) for osteosynthesis and bone tissue
regeneration. For this, we carried out an investigative study about performance
of PHB, analyzing factors such as bioactivity, biodegradability, biocompatibility,
mechanical and thermal properties. To evaluate the bioactivity of PHB, it has
been subjected to a contact with an environment mimicking the biological
environment, the SBF solution, determining the morphology, chemical
composition and hydrophilicity of these plates PHB after interacting with these
medium. For the biodegradation study, the PHB was subjected to a contact with
a buffer solution (PBS) and lysozyme. The evaluation of mechanical properties
was performed before and after that the plates were immersed in the buffer
solution with lysozyme. The biocompatibility was determined by the cell viability
test using the MTT method and nitric oxide (NO) production. The PHB samples
were characterized structurally and morphologically through the analysis of
XRD, FTIR, SEM, EDS, OM, AFM, contact angle, TG / DTG, DSC, TMA and
tensile and bending trials. After the evaluation of the results obtained in vitro, it
is concluded that: PHB even being a hydrophobic polymer, showed that after
the attack with hydrogen peroxide, became more receptive, acquiring a
bioactive behavior, has presented slight surface degradation without structural
compromising and remained mechanical properties near the original PHB in the
end of the period of 180 days of exposure to biodegradable ambient. Finally, it
was proved that PHB is a biocompatible polymer, because by determining the
percentage of cell viability and determination of nitric oxide (NO), had a score of
87,22% and 3.5 respectively, very close to the mean of the control groups

performed.

Keywords: PHB, bioactivity, apatite, bone tissue.
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1 INTRODUCAO

A busca incansavel do homem por melhor qualidade de vida e
longevidade tem gerado cada vez mais necessidade de alternativas para o
reparo e substituicdo de tecidos vivos, que s&o vitimados por traumas ou
patologias (OREFICE et al., 2012).

Segundo Hench e Wilson (2012) & medida que os seres vivos
envelhecem, eles comecam a se desgastar. Embora muitos fatores
responsaveis pelo envelhecimento naoc sejam compreendidos, as
consequéncias estado bastante claras. Enfermidades odontoldgicas causam dor,
as articulagbes tornam-se artriticas, ossos ficam frageis e quebram, a visao e a
audigao diminuem e podem ser perdidos, o sistema circulatério mostra sinais de
blogueio, e o coragdo perde controle do seu ritmo vital de bombeamento ou
suas valvulas perdem a capacidade de vedagdo. Tumores aparecem quase
aleatoriamente em ossos, pele e 6rgéos vitais. E, como se estes processos
naturais ndo acontecessem rapidamente o bastante, uma capacidade enorme
para mutilar, esmagar, quebrar e desfigurar o corpo humanc € alcangada
atraves de veiculos motores, armas e ferramentas ou como resultado de
participagdes em praticas esportivas. Uma consequéncia destas causas naturais
e antinaturais de deterioragd@o do corpo humano e que cerca de 2 a 3 milhdes de
partes artificiais ou protéticas s@o implantadas em individuos nos Estados
Unidos a cada ano.

O desafio no campo de biomateriais € que todos os dispositivos de
implantes substituam tecidos vivos, cujas propriedades fisicas sao resultados de
milhdes de anos de otimizagdo evolutiva e que tenham a capacidade de
crescimento, regeneracao e reparo. Assim, todos os biomateriais usados para
reparo ou restauracdo do corpo representam um ajuste de caracteristicas e
propriedades. O sucesso ou fracasso relativo de um biomaterial reflete o
julgamento cientifico e de engenharia usados na avaliagao deste ajuste (HENCH
e WILSON, 2012).

Decorrente destes fatos, a demanda de biomateriais cresce de 5 a 15%
a cada ano. O uso de pinos, placas e parafusos de fixagao de fraturas chega a

1,5 milhdes de procedimentos anuais s6 nos Estados Unidos, onde se estima
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que sejam realizadas mais de quinhentas mil cirurgias anuais de substituigao
das articulagGes de quadril e de joelho (OREFICE et al., 2012).

A magnitude destes problemas de salde junto a populagéo tem levado
pesquisadores, principalmente dos paises mais desenvolvidos, a procura de
materiais que possam substituir de forma apropriada os ossos danificados
(RATNER et. al., 2004). O principal desafio existente no estudo dos biomateriais
€ o de encontrar um material que seja o mais parecido possivel com o tecido
vivo, de modo que o organismo possa reconhecé-lo como parte de sua estrutura
e nao como um agente agressor ao seu meio (RAMAKRISHNA et al., 2001).

Portanto, o recente desenvolvimento e o crescente emprego de novos
materiais no corpo humano tornaram necessaria a definicdo desta nova classe
de materiais — os biomateriais, como qualquer substancia ou combinacado de
substancias, exceto farmacos, de origem natural ou sintética, que podem ser
usadas durante qualquer periodo de tempo, como parte ou como sistemas que
tratam, aumentam ou substituem quaisquer tecidos, érgédos ou fungdes do corpo
(AZEVEDO et al., 2007).

Do ponto de vista de dispositivos para fixagao ¢ssea, o uso de placas
metalicas tem sido a alternativa de escolha para o tratamento, devida
fundamentalmente, as suas propriedades mecanicas superiores que oferecem
um menor risco de falha. Entretanto, ha outros fatores relacionados ao uso de
materiais metalicos que sao reconhecidos e desfavoraveis. Dentre eles,
destacam-se a diferengca de modulo de elasticidade, tenacidade e o coeficiente
de friccdo com relagdo as propriedades do osso. Estes fatores ocasionam,
ainda, situacoes fisiopatologicas variadas nas areas limitrofes, osso/placa. Estas
diferencas de propriedades mecanicas nas regides limitrofes quando no
movimento, evidenciam-se e surgem as concentragbes de tens&o, provocando
falha/fratura, sendo motivo de reparagao, atraves de intervengdes cirlrgicas
(PARK e LAKES, 2007). Outro fator preocupante & que a aplicagéo de fixagao
interna rigida com estas placas metalicas para facilitar a consolidagéo primaria
tem uma consequéncia. As placas grandes, que eliminam a micromovimentagao
no local da fratura, também “protegem de esforgo” a fratura — isto €, elas
absorvem tensdes que normalmente seriam suportadas pelo 0sso. Se 0 0sso

ndo for adequadamente sujeito ao esforgo, ele atrofia, e quando a placa fica in



situ por algum tempo o osso diminui seu didmetro e é vulneravel a fratura apés a
retirada do metal (MOYEN et al., 1978; MOYEN et al., 1980).

Potencializando este fato, Oréfice (2012), chama atengao ao efeito
danoso que o meio fisiologico circundante oferece e que é altamente agressivo
em termos de corros&o, principalmente neste tipo de implante metalico. No caso
de implantes articulados, os problemas de desgaste e corrosdo também
desempenham um papel prejudicial no processo de degradacio dos mesmos.
Relatos indicam que os detritos originados nesses processos sao Nocivos aos
tecidos circunvizinhos e também reduzem significativamente o desempenho do
implante, pois ha perda da resisténcia e também da forma. Esses detritos s&o
de tamanho bastante reduzido e, por isso, pocdem ser carregados pela corrente
sanguinea, instalando-se em 6rgaos e prejudicando suas funcdes.

Assim, os polimeros sdc materiais que vem sendo utilizados com
vantagens em implantes, devido a sua facilidade de processamento e pelo fato
de apresentarem caracteristicas mecéanicas semelhantes a dos materiais
biclégicos (BARBANTI et al., 2005).

Atualmente, os biopolimeros mais promissores sdo o polihidroxibutirato
{(PHB) e o polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato (PHB-HV), da familia dos
polihidroxialcanoatos (PHA), devido & abundancia e obteng&o relativamente facil
de materia prima e um conjunto de propriedades, tais como: tensado de ruptura,
temperatura de transicdo vitrea, densidade e cristalinidade se assemelharem a
caracteristicas de outros termoplasticos ja comercializados como o polipropileno
(PP} e o poli (cloreto de vinila} (PVC) (COUTINHO et al., 2004). Além destas
propriedades serem semelhantes a estes polimeros de origem petroquimica,
gue vem contemplando atualmente as necessidades do mercado, o PHB
apresenta um grande diferencial, a biodegradabilidade, que o torna ainda mais
atraente, do ponto de vista tecnologico e ambiental (STEINBUCHEL e
FUCHTENBUSCH, 1998).

Mediante as qualidades citadas, o material escothido nesta pesquisa
para substituicdo de artefatos metalicos foi um biopolimero natural, o PHB, que
se mostra mais favoravel a aplicagao como implantes de fixagdo ¢ssea, devido
também as suas propriedades mecanicas, uma vez que essas propriedades sao

mais proximas as do osso, comparadas as dos metais, reduzindo o risco de
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falha/fratura nos pontos de concentragdo de tensdo no tecido 6sseo. O uso
deste polimero eliminara os problemas relacionados a corrosdao que acontece
com os materiais metalicos, bem como, a desnecessaria retirada, apds a
consolidagéo da fratura, de modo a evitar a exposicdo do paciente a um novo
risco de uma intervencdo cirurgica. Ademais, este osso reduzira a
desmineralizacado 0ssea por realizar esforgos mecanicos, evitando o surgimento
de osteoporose e diminui¢cao do diametro no seguimento ésseo imobilizado.

Apods a observacgao e analise dos trabalhos relacionados com este tema,
fica evidente a necessidade da continuidade de novas pesquisas investigativas
com relagdo a utilizagdo de biopolimeros, como substitutos de implantes
ortopédicos e na regeneracdao de tecido 6sseo. Vé-se que ainda precisa-se
avaliar questdes como: biocompatibilidade, osteocondugao, osseointegracao,
biodegradagdo e propriedade mecanica, pois o que se tem observado & que
ainda séo poucos os trabalhos voltados para ensaios, tanto in vitro como in vivo,
destes biopolimeros da familia dos PHA (poli (hidroxialcanoatos)).

Este trabalho tem como proposito estudar a viabilidade de implantagao
do PHB, polimero biodegradavel, de origem natural, de elevado interesse
comercial, em substituicAo aos materiais metalicos (placas, hastes
intramedulares, fios e parafusos), usados na osteossintese, como também na
regeneracdo de perdas de massa Ossea. Espera-se que a utilizagdo do PHB
contribua com a redugédo das complicagbes cirlrgicas indesejaveis, provocadas

por estes materiais atualmente implantados.



1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Propor a utilizagéo do biopolimero PHB (poli (B-hidroxibutirato)) sem e
com ataque superficial com peroxido de hidrogénio para aplicagdo na
osteossintese e regeneracao de tecidos 6sseos, analisando varios fatores como:
bioatividade, biodegradagao, biocompatibilidade, propriedades mecéanicas e

térmicas.

1.1.2 Objetivos Especificos

o Caracterizar estrutural e morfologicamente as placas de PHB adquiridas;
e Avaliar a receptividade do PHB, apdés ser submetido ao contato com um
ambiente, mimetizando o meio biolégico (SBF — Synthetic Body Fluid);

e Determinar a morfologia e a composigéo quimica destas placas de PHB

apos a interagao com estas interfaces;

e Avaliar a hidrofilicidade, através da molhabilidade da superficie das
placas de PHB;

e Estudar a biodegradagdo do PHB, quando submetido ao contato com
uma solu¢do tampao (PBS - Phosphate buffered saline) com lisozima,
mimetizando também o meio bioldgico;

e Avaliar as propriedades mecanicas das placas de PHB, antes e apds
serem submersas na solugao tampao (PBS) com lisozima.

» Analisar a biocompatibilidade das placas de PHB, através da viabilidade
celular;

e Sugerir condigbes de utilizagdo das placas de PHB, a partir das

condi¢des pesquisadas, para fixagao 6ssea in vivo.

26



2 REVISAOQ DA LITERATURA

O ordenamento da revisdo da literatura desta tese foi baseado no
envolvimento que o poli (hidroxibutirato) tera, direta ou indiretamente com os
materiais contidos nesta pesquisa, sejam eles naturais ou artificiais. Tem-se
como objetivo primordial, emergir o conhecimento, de forma concisa, os
assuntos interligados na aplicabilidade deste biopolimero.

O osso é o primeiro material a ser estudado. Trata-se de um compésito
natural, constituido por uma parte cerdmica, o fosfato de calcio, e outra
polimerica, o colageno. Neste assunto estd descrito: a sua estrutura, o seu
metabolismo, a formacgéo e reabsor¢ao 6ssea, as classificagdes e mecanismos
de fratura, e por fim, sua regeneracio 6ssea.

Dentro do capituilo de biomaterias, foram divididos varios subitens: os
biomateriais cerdmicos, os biomateriais metalicos e os biomateriais poliméricos,
este, como sendo a classe de material que contém o objeto deste estudo, foi
demandado um detalhamento mais aprofundado no conhecimento da familia
dos polihidroxialcanoatos, na qual, se encontra o PHB. E, por fim, concluindo
esta revisdo, encontra-se no item 2.5, uma série de resumos de trabalhos

cientificos, relacionados com reparo e regeneragéo éssea.

2.1 Estrutura 6ssea

O osso & considerado por si s6 um o6rgéo, visto ser constituido por
diversos tecidos diferentes que atuam em conjunto: tecido 0sseo, cartilagem,
tecido conjuntivo denso, epitelio, tecido hematopoiético, tecido adiposo e tecido
nervoso. O tecido ¢sseo e o sistema esquelético sao responsaveis por varias
funcdes basicas, tais como: suporte, proteg@o, armazenamento de minerais,
produgio de células sanguineas e armazenamento de energia quimica. As suas
caracteristicas ao nivel da rigidez, elasticidade (moderada), plasticidade (muito
limitada) e fragilidade fazem dele um tecido apropriado, tanto para o movimento
como para o suporte e para a prote¢ao dos tecidos moles (LUCIO, 2008).
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O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por
células e material extracelular calcificado, a matriz éssea. As células sio: os
ostedcitos, que se situam em cavidades ou lacunas no interior da matriz; os
osteoblastos, produtores da parte organica da matriz; e os osteoclastos, células
gigantes, moveis e multi-nucleadas que reabsorvem o tecido 6sseo, participando
dos processos de remodelagdo dos ossos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A matriz éssea é constituida por uma parte organica e outra inorgénica.
A parte orgénica representa cerca de 50% do peso da matriz ¢ssea. Ela é
formada por fibras colagenas (95%) constituidas de colageno do tipo | e por
pequena quantidade de proteoglicanas e glicoproteinas. As glicoproteinas do
osso podem ter alguma participagdo na mineralizagdo da matriz. A parte
inorganica é constituida por varios ions, sendo o fosfato e o calcio os mais
encontrados. Ha também bicarbonato, magnésio, potassio, sédio e citrato em
pequenas quantidades. O calcio e o fosforo formam cristais que, por analise de
difracao de raios X, mostraram ter a estrutura préxima da hidroxiapatita, com a
seguinte composic¢ao: Cao(PO4)s(OH),. Os ions da superficie do cristal de
hidroxiapatita sdo hidratados, existindo, portanto, uma camada de agua e ions
em volta do cristal, essa camada & denominada capa de hidratagao. Ela facilita
a troca de ions entre o cristal e o liquido intersticial. Os cristais da matriz ¢ssea
mostram imperfeicdbes e ndo sdo exatamente iguais a hidroxiapatita que se
encontra nos minerais das rochas. A associagao de hidroxiapatita com fibras
colagenas €& responsavel pela dureza e resisténcia do tecido 6sseo. Apos a
remogao do fosfato de calcio, os ossos mantém sua forma intacta, porem
tornam-se tao flexiveis quanto os tenddes. A destruicdo da parte organica, que &
principalmente colageno, pode ser realizada por incineracao, e também deixa o
osso com sua forma intacta, porém tdo quebradigo que dificilmente pode ser
manipulado sem se partir (TUREK, 1991, ROCKWOOD et al, 1993,
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

As superficies internas e externas dos ossos sdo recobertas por
células osteogdnicas do tecido conjuntivo, que constituem o endésteo e o
periosteo, respectivamente. A camada mais superficial do periésteo contém
principalmente fibras colagenas e fibroblastos. Na sua porgédo profunda, o

peribsteo é mais celular e apresenta células osteoprogenitoras,
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morfologicamente parecidas com os fibroblastos. As células osteoprogenitoras
se multiplicam por mitose e se diferenciam em osteoblastos, desempenhando
papel importante no crescimento dos 0ssos e na reparagdo das fraturas. O
endostec € geralmente constituido por uma camada de células osteogénicas
achatadas revestindo as cavidades do osso esponjoso, o canal medular, os
canais de Havers e os de Volkmann. As principais fungdes do enddsteo e do
periésteo sdo a nutricdo do tecido 6sseo e o fornecimento de novos
osteoblastos, para o crescimento e recuperagdo do osso (TUREK, 1991;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Os sistemas circunferenciais externos, como seus nomes indicam, sao
constituidos por lamelas 6sseas paralelas entre si, formando duas faixas: uma
situada na parte interna do osso, em volta do canal medular, a outra na parte
mais externa, proxima ao peridsteo (Figura 1). O sistema circunferencial externo
€& mais desenvolvido do que o interno. Entre os dois sistemas circunferenciais
encontram-se os inUmeros sistemas de Havers e grupos irregulares de lamelas,
geralmente de forma triangular. Sdo os sistemas intermediarios, que provém
principalmente de sistemas de Havers, que foram parcialmente destruidos
durante o crescimento do 0sso.

Os elementos celulares remodelam continuamente o osso de modo a
permitir 0 seu crescimento e a sua adaptagao as tensdes de carregamento
aplicadas. Consideram-se quatro tipos de ceélulas presentes no tecido 6sseo:
células osteogénicas, osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos. As células
osteogénicas diferenciam-se em osteoblastos e encontram-se na porg¢ao interna
do peridsteo e no endosteo; os osteoblastos séo responsaveis pela formagéo do
0ss0 e estdo localizadas na superficie deste, sintetizando colageno e outros
componentes organicos necessarios para formar o tecido 6sseo; os osteocitos,
que se diferenciam a partir dos osteoblastos, s@o as células mais abundantes no
0850 € sdo responsaveis pela manutencdo do metabolismo diario do 0sso,
nomeadamente a troca de nutrientes e produtos catabdlicos com o sangue; o0s
osteoclastos sdo células de grandes dimensdes que possuem enzimas
lisossomais que participam na destruicdo da matriz 6ssea, num processo
denominado reabsorcdo (LUCIO, 2008).
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Figura 1: Esquema ilustrativo da estrutura 6ssea.
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Fonte: Junqueira e Carneiro, 2004.

2.1.1 Células do tecido 6sseo

As células osteogénicas (células osteoprogenitoras) sdo encontradas
normalmente apostas a superficie 6ssea na camada profunda do periésteo de
repouso e também compreendem o enddsteo, no qual sdo igualmente apostas a
superficie 6ssea. Durante o periodo de crescimento as células osteogénicas do
periosteo proliferam e dao origem a osteoblastos que acrescentam osso novo a
superficie, respondendo por seu crescimento em largura. Da mesma forma, a
membrana endéstea pode dar origem a osteoblastos. Entretanto, em sua
superficie, frequentes cavidades Osseas de reabsor¢cdo contendo osteoclastos
sugerem que essas celulas multinucleadas podem originar-se da fusao de
células osteogénicas do endbésteo ou de uma célula primitiva comum. As células

osteogénicas retém, durante toda vida, seu potencial de diferenciagdo em



condroblastos ou osteoblastos e, talvez, osteoclastos (TUREK, 1991:
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Os osteoblastos s&o as células que sintetizam a parte organica da matriz
Ossea. S&@o capazes de concentrar fosfato de calcio, participando da
mineralizagdo da matriz. Dispdem-se sempre nas superficies dsseas, lado a
lado, num arranjo que lembra um epitélio simples. Uma vez aprisionado pela
matriz recém-sintetizada, o osteoblasto passa a ser chamado de osteocito. A
matriz se deposita ao redor do corpo da célula e de seus prolongamentos,
formando assim as lacunas e os canaliculos. Os osteoblastos em fase de
sintese mostram as caracteristicas ultraestruturais das células produtoras de
proteinas. A matriz 6ssea recém-formada, adjacente aos osteoblastos ativos e
que ndo esta ainda calcificada, recebe o nome de ostedide (TUREK, 1991;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Os ostedcitos sé@o as celulas encontradas no interior da matriz éssea,
ocupando as lacunas das quais partem canaliculos. Cada lacuna contém
apenas um ostedcito. Dentro dos canaliculos os prolongamentos dos ostedcitos
estabelecem contatos através de jungbes comunicantes, por onde podem
passar pequenas moléculas de ions de um ostedcito para o outro. A pequena
quantidade de material extracelular presente no espago entre os ostedcitos (e
seus prolongamentos) e a matriz 0ssea (colageno tipo | e fosfato de calcio)
também constitui uma via de transporte de nutrientes e metabdlitos entre os
vasos sanguineos e os ostedcitos. Os ostedcitos sdo celulas achatadas, com
forma de améndoa, que exibem pequena quantidade de reticulo endoplasmatico
rugoso, aparelho de Golgi pequeno e nucleo com cromatina condensada.
Embora essas caracteristicas ultraestruturais indiguem pequena atividade
sintética, os ostedcitos séo essenciais para a manutencao da matriz 6ssea. Sua
morte é seguida por reabsor¢gdo da matriz (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Os osteoclastos sdo células moveis, gigantes, extensamente ramificadas,
com partes dilatadas que contém varios nucleos. As ramificagcbes sao muito
irregulares, com forma e espessura variaveis. Como os cortes histologicos
revelam apenas pequenas por¢des dos osteoclastos, a morfologia destas
células s6 recentemente foi esclarecida, através do microscopio eletrénico de

varredura. Frequentemente, nas areas de reabsor¢do de tecido oésseo



encontram-se porgoes dilatadas dos osteoclastos, colocadas em depressoes da
matriz escavadas pela atividade dos osteoclastos e conhecidas como lacunas
de Howship. A superficie ativa dos osteoclastos, voltada para a matriz ¢ssea,
apresenta  prolongamentos vilosos irregulares. A maioria  desses
prolongamentos tem a forma de folhas ou pregas que se subdividem.
Circundando essa area com prolongamentos vilosos, existe uma zona
citoplasmatica, a zona clara, pobre em organelas, porém contendo muitos
filamentos de actina. A zona clara & um local de adesao do osteoclasto com a
matriz 6ssea e cria um microambiente fechado, onde tem lugar a reabsorgao
0ssea. Os osteoclastos secretam, para dentro desse microambiente fechado,
acido, colagenase e outras hidrolases que atuam localmente digerindo a matriz
organica e dissolvendo os cristais de sais de calcio. A atividade dos osteoclastos
€ coordenada por citocinas (pequenas proteinas sinalizadoras que atuam
localmente) e por hormdnios como calcitonina, produzido pela glandula tiredide
e paratormonio, secretado pelas glandulas paratiredides (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

2.1.2 Tipos de tecido 0sseo

Observando-se anatomicamente a estrutura de um osso longo em um
corte longitudinal, verifica-se que ele é formado por partes sem cavidades
visiveis, 0 o0sso compacto, e por partes com muitas cavidades
intercomunicantes, o 0sso esponjoso. Essa classificagdo € macroscopica e nao
histologica, pois o tecido compacto e os tabiques que separam as cavidades do
esponjoso tém a mesma estrutura histoloégica basica. Nos ossos longos, as
extremidades, ou epifises, sao formadas por osso esponjoso, ou trabecular, com
uma delgada camada superficial compacta. A diafise (parte cilindrica) € quase
totalmente compacta, com pequena quantidade de osso esponjoso na sua parte
profunda, delimitando o canal medular. Principalmente nos ossos longos, 0 0sso
compacto & chamado também de osso cortical (Figura 2). Os ossos curtos tém o
centro esponjoso, sendo recobertos em toda a sua periferia por uma camada

compacta. Nos ossos chatos, que constituem a abobada craniana, existem duas
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camadas de osso compacto, a tabua interna e externa, separadas por 0sso

esponjoso que, nesta localizagéo, recebe o nome de diploe. (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

Figura 2: Representacgéo da estrutura interna de um osso longo.
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Fonte: Lucio, 2008.

As cavidades do osso esponjoso e o canal medular da diafise dos ossos
longos sé&o ocupados pela medula éssea. No recém-nascido, toda a medula
ossea tem cor vermelha, devido ao alto teor de hemacias e pela atividade da
producao de células do sangue (medula 6ssea hematdgena). Pouco a pouco,
com a idade, vai sendo infiltrada por tecido adiposo, com diminuigdo da
atividade hematégena (medula 6ssea amarela) (TUREK, 1991; JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

Histologicamente existem dois tipos de tecido ésseo: o imaturo ou
primario; e o maduro, secundario ou lamelar. Os dois tipos possuem as mesmas
células e os mesmos constituintes da matriz. O tecido primario é o que aparece
primeiro, tanto no desenvolvimento embrionario como na reparagao das fraturas,
sendo temporario e substituido por tecido secundario. No tecido 6sseo primario
as fibras colagenas se dispéem irregularmente, sem orientacao definida, porém
no tecido ésseo secundario, ou lamelar, essas fibras se organizam em lamelas,
que adquirem uma disposigao muito peculiar. O tecido ésseo secundario é a

variedade geralmente encontrada no adulto. Sua principal caracteristica é
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possuir fibras colagenas organizadas em lamelas de 3 a 7 um de espessura,
que ficam paralelas umas as outras, ou se dispdem em camadas concéntricas
em torno de canais com vasos, formando os sistemas de Havers ou 6steons. As
lacunas, contendo ostedcitos, estdo em geral situadas entre as lamelas dsseas,
porém algumas vezes estédo dentro delas. Em cada lamela, as fibras colagenas
sdo paralelas umas as outras. Separando grupos de lamelas, ocorre
frequentemente o acumulo de uma substancia cimentante que consiste em

matriz mineralizada, porem com muito pouco colageno (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

2.1.3 Histogénese

O tecido 0sseo €& formado por um processo chamado de ossificagao
intramembranosa, que ocorre no interior de uma membrana conjuntiva, ou pelo
processo de ossificagdo endocondral. Este Gltimo se inicia sobre um molde de
cartilagem hialina, que gradualmente € destruido e substituido por tecido 6sseo
formado a partir de células do tecido conjuntivo adjacente. Tanto na ossificagao
intramembranosa como na endocondral, o primeiro tecido dsseo formado é do
tipo primario. Este & pouco a pouco substituido por tecido secundario ou
lamelar. Portanto, durante o crescimento dos ossos pode-se ver, lado a lado,
areas de tecido primario, areas de reabsorcado e areas de tecido secundario.
Uma combinag¢ao de formacao e remogao de tecido 6sseo persiste durante o
crescimento do osso. Isto também acontece no adulto, embora em ritmo muito
mais lento (TUREK, 1991; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

A ossificagdo endocondral tem inicio sobre uma pega de cartilagem
hialina, de forma parecida a do osso que se vai formar, porem de tamanho
menor. Este tipo de ossificacdo € o principal responsavel pela formagéao dos
ossos curtos e longos. A ossificagdo endocondral consiste essencialmente em
dois processos. Primeiro, a cartilagem hialina sofre modificagbes, havendo
hipertrofia dos condrécitos, redugéo da matriz cartilaginosa a finos tabiques, sua

mineralizagdo e a morte dos condrécitos. Segundo, as cavidades previamente
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ocupadas pelos condrocitos sdo invadidas por capilares sanguineos e células
osteogénicas vindas do conjuntivo adjacente. Essas células diferenciam-se em
osteoblastos, que depositardo matriz 6ssea sobre os tabiques de cartilagem
calcificada. Desse modo, aparece tecido ésseo onde antes havia tecido
cartilaginoso sem que ocorra a transformagéo deste tecido naquele; os tabiques
de matriz calcificada da cartilagem servem apenas de ponto de apoio a
ossificagao (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

N&o existe ainda uma hipdtese para o mecanismo de calcificagdo que
seja universalmente aceita. Sabe-se que a calcificagdo comeca pela deposicao
de sais de calcio sobre as fibrilas colagenas, um processo que parece ser
induzido por proteoglicanas e glicoproteinas da matriz. A deposig¢éo dos sais de
calcio € também influenciada pela concentragdo desses minerais em vesiculas
do citoplasma dos osteoblastos. Essas vesiculas sdo expelidas para a matriz
(vesiculas da matriz). Além disso, existe ainda a participagdo da enzima
fosfatase alcalina sintetizada pelos osteoblastos (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

2.1.4 Crescimento e remodelagao dos ossos

O crescimento dos ossos consiste na formagédo de tecido 0sseo novo,
associada a reabsorgao parcial de tecido ja formado; deste modo, os ossos
conseguem manter sua forma enquanto crescem. Os ossos chatos crescem por
formacao do tecido 6sseo pelo periosteo situado entre as suturas e na face
externa do o0sso, enquanto ocorre reabsor¢gdo na face interna. Sendo
extremamente plastico, o tecido 6sseo responde, por exemplo, ao crescimento
do encéfalo, formando uma caixa craniana do tamanho adequado. Havendo
deficiéncia no crescimento do encéfalo, a caixa craniana sera pequena. Ao
contrario, nas criangas com hidrocefalia, por exemplo, cujo encéfalo &€ muito
volumoso, a caixa craniana € também muito maior do que o normal. Nos adultos
também existe remodelagdo dos ossos, um processo fisiolégico que ocorre
simultaneamente em diversas partes do esqueleto. Nesse caso a remodelacéo

néo esta relacionada com o crescimento e &€ muito mais lenta. Estima-se que a



remodelagado nas criangas pequenas seja 200 vezes mais rapida do que nos
adultos (ROCKWOOD et al., 1993; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Apesar da sua resisténcia as pressées e da sua dureza, o tecido 6sseo é
muito plastico, sendo capaz de remodelar sua estrutura interna em resposta a
modificacdes nas forgas as quais esta submetido (JUNQUEIRA e CARNEIRO,
2004).

Como ja foi mencionado, o osso € um tecido dindmico, que esta
constantemente a ser remodelado, mesmo depois do crescimento do esqueleto
estar completo. A remodelagéo do osso € uma fungdo normal do mesmo e
assegura o equilibrio do metabolismo do calcio e do fésforo e também a
reparagdo de micro danos do osso. Este processo € baseado na agéo
conjugada de celulas que reabsorvem localmente osso velho, os osteoclastos, e
células que formam o novo 0sso, 0s osteoblastos.

O processo de remodelagao tem inicio apds a sinalizagéo entre a matriz
O0ssea e os osteoclastos, geralmente determinado por micro traumatismos
6sseos. Os osteoblastos aderem a matriz do tecido 6sseo, e formam uma
interface osso/osteoclasto. O osteoclasto cria assim um microambiente isolado,
acidificado, para onde liberam enzimas proteoliticas, que induz a destruicao da
matriz organica e inorganica do osso. Pouco depois deste processo de
reabsor¢do terminar, os osteoblastos surgem na mesma superficie, formando
novo o0sso, preenchendo as lacunas de reabsorgdo produzidas pelos
osteoclastos com nova matriz 6ssea, inicialmente ndo mineralizada, designada
por ostedide. Alguns dos osteoblastos s&o encapsulados na matriz organica
extracelular e diferenciam-se em ostedcitos. Os osteoblastos restantes
continuam a sintetizar osso e revestem completamente a superficie 6ssea
recentemente formada (Figura 3) (LUCIO, 2008).
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Figura 3: Esquema simplificado da remodelag&o éssea.
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Fonte: Lucio, 2008.

Lucio (2008) afirma que a remodelagao 6ssea é regulada por horménios
sistémicos e fatores locais, que afetam tanto a atuagao dos osteoclastos como
dos osteoblastos. O conceito atual de remodelagao 6ssea esta baseada na idéia
de ativacgao e diferenciagéo dos precursores osteoclasticos, iniciando-se assim o
processo de reabsorcao d6ssea. A regulacdo da osteoclastogénese, isto é, a
diferenciacao do osteoclasto, € modelada pelo fator de estimulagéo das col6nias
de macrofagos (M-CSF) e pelo RANKL (ligado ao receptor de ativacéo do fator
nuclear kB, RANK) produzido pelos osteoblastos.

O RANKL liga-se ao RANK presente na membrana do osteoclasto,
estimulando a diferenciacao do precursor do osteoclasto em osteoclasto
maduro. Em contraste, a osteoprotetegerina (OPG), produzida também pelo
osteoblasto, bloqueia a formacdo de osteoclastos, ligando-se ao RANKL, com o
qual tem grande afinidade, impedindo que este se ligue ao RANK e inibindo a
osteoclastogénese (Figura 4). O balango entre a produgao de RANKL e de OPG
determina a quantidade de osso que € reabsorvida. Existem outros agentes
participantes neste processo, nomeadamente o horménio paratireoideano (PTH)

e a vitamina D, que modelam o comportamento dos osteoblastos (Lucio, 2008).
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Figura 4. Mecanismo simplificado de osteoclastogénese.
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Fonte: Lucio, 2008.

2.1.5 Reparacao das Fraturas

Além das excelentes propriedades mecénicas, o o0sso revela um
potencial unico para reparagao de fraturas. O tecido 6sseo € capaz de reparar
fraturas ou defeitos locais por meio do processo de regeneragdo, com a
formacao de um novo tecido com a mesma organizacao estrutural do tecido
anterior, sem a formacao de cicatrizes. Apés uma lesdo 6ssea, uma sequéncia
de eventos dindmicos ocorre com o objetivo de restaurar a forma e a fungao do
0ss0. Muitos desses mecanismos bioldgicos celulares ainda nao foram
completamente identificados, porém sabe-se que o processo é ativado pela
liberacao de fatores de crescimento e citocinas no local. A reparacdo 6ssea é
semelhante tanto para pequenas quanto para grandes torgoes, fraturas 6sseas
e defeitos cirargicos (AMADEI et al., 2006).

Nos locais de fratura 6ssea ocorre hemorragia pela lesdo dos vasos
sanguineos, destruicdo de matriz e morte de células ésseas. Para que a
reparagao se inicie, o coagulo sanguineo e os restos celulares e da matriz
devem ser removidos pelos macrofagos. O periésteo e o endésteo préximos a
area fraturada respondem com uma intensa proliferagcao, formando um tecido

muito rico em células osteoprogenitoras que constitui um colar em torno da
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fratura e penetra entre as extremidades ésseas rompidas. Nesse anel ou colar
conjuntivo, bem como no que se localiza entre as extremidades 6sseas
fraturadas, surge tecido 6sseo imaturo, tanto pela ossificacdo endocondral de
pequenos pedagos de cartilagem que ai se formam, como também por
ossificagéo intramembranosa. Pode ser encontradas no local de reparacéo, ao
mesmo tempo, areas de cartilagem, areas de ossificacdo intramembranosa e
areas de ossificagdo endocondral. Esse processo evolui de modo a aparecer,
apos algum tempo, um calo 0sseo que envolve a extremidade dos ossos
fraturados. O calo ¢sseo é constituido por tecido 6sseo imaturo que une
provisoriamente as extremidades do osso fraturado (TUREK, 1991;
ROCKWOQOD et al., 1993; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

As tragbes e pressdes exercidas sobre o 0sso durante a reparagéo da
fratura, e apds o retorno do paciente a suas atividades normais, causam a
remodelacdo do calo 6sseo e sua completa substituicdo por tecido dsseo
lamelar. Se essas tracoes e pressdes forem idénticas as exercidas sobre o 0sso
antes da fratura, a estrutura do osso volta a ser a mesma que existia
anteriormente. Ao contrario dos outros tecidos conjuntivos, o tecido 6sseo,
repara-se sem a formacéao de cicatriz (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

2.1.6 Papel metabdlico do tecido osseo

O esqueleto contem 99% do calcio no organismo e funciona como uma
reserva desse ion, cuja concentragédo no sangue (calcemia) deve ser mantida
constante, para o funcionamento normal do organismo. Ha um intercambio
continuo entre o calcio do plasma sanguineo e o dos ossos. O calcio absorvido
da alimentagdo e que faria aumentar a concentracdo sanguinea deste ion é
depositado rapidamente no tecido 6sseo, e, inversamente, o calcio dos ossos é
mobilizado quando diminui sua concentragdo no sangue. Existem dois
mecanismos de mobilizacdo do calcio depositado nos ossos. O primeiro € a
simples transferéncia dos ions dos cristais de hidroxiapatita para o liquido
intersticial, do qual o calcio passa para o sangue. Esse mecanismo, puramente

fisico, é favorecido pela grande superficie dos cristais de hidroxiapatita e tem
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lugar principalmente no osso esponjoso. As lamelas dsseas mais jovens, pouco
calcificadas, que existem mesmo no osso adulto, devido a remodelagao
continua, sdo as que recebem e cedem Ca?" com maior facilidade. Essas
lamelas sdo mais importantes na manutengao da calcemia do que as lamelas
antigas, muito calcificadas e cujos papéis principais séo de suporte e protecéo
(TUREK, 1991; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

2.1.7 Propriedades mecanicas do osso

As cargas aplicadas num osso podem ser analisadas como tendo um
efeito similar as cargas aplicadas em uma viga simples. O osso apresenta um
limite de deformacao elastica e um ponto critico que delimita o alcance da
deformagao de uma variagdo elastica ou nao elastica. O osso ndo tem um
comportamento linear nem inteiramente elastico na porcéao inicial da curva
tensdo x deformagado, mas deforma-se lentamente. Portanto o osso esta sujeito
a uma deformagdo n&o recuperavel, mas pode ceder a subtensdo e se
recuperar da deformacao dentro do seu limite (porcao elastica da curva tenséo
deformacgédo). Nao obstante, o osso ndo exibe uma alta recuperagdo de
deformagdo quando ocorre uma significativa perda de energia ou uma histerese
qgue ocorre durante uma carga e descarga (GOULD, 1993).

O osso nao € ductil nem fragil, e sim uma combinacado de ambos, sendo a
parte mineral mais fragil e a parte orgénica mais flexivel.

Quando comparado ao ferro fundido, o osso € trés vezes mais leve e dez
vezes mais flexivel, porém ambos os materiais possuem aproximadamente a
mesma resisténcia a tragdo. O osso & um material com duas fases que
consistem na matriz, que € principalmente colageno, e no mineral ésseo. O
mineral ésseo (hidroxiapatita) & mais rigido que o osso, com um modulo de 114
GPa em comparagdo com 18 GPa do osso. E & mais forte em compressao que
em tensdo. O colageno 6sseo, por outro lado, nao oferece qualquer resisténcia
a compressdo, mas possui uma resisténcia a tragado cinco vezes a do 0sso.
Parece que este composto deve sua resisténcia a tragao ao seu colageno e sua

rigidez e resisténcia & compresséo ao seu contetdo mineral. O 0sso possui uma
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resisténcia a tragéo de cerca, de 140 Nm/m? e uma resisténcia & compresséo de
200 Nm/m?. A disposicéo dos cristais de apatita estreitamente agregados, porém
em unidades individualizadas, pode proteger o osso da propagacao de fissura,
porque uma fissura atravessando um cristal encontrara uma interface, assim
formando uma fissura em forma de T que dissipa energia e impede a fissura de
estender-se (mecanismo de Cook-Gordon). Este € o mesmo mecanismo
observado quando da propagacgdo de uma rachadura em uma estrutura de
madeira & interrompida quando um furo é feito na extremidade de avango da
rachadura. Além disso, a rigidez e a resisténcia estatica aumentam com o grau
de mineralizagdo do osso, de tal modo que sua resisténcia final é trés vezes
maior com mineralizagdo de 70% do que a 60%. Uma curva de esforgo-
deformagdo do osso mostra que ele é ductil; porém, sendo anisotrépico, sua
resisténcia a tragcdo e seu modulo de Young sdo maiores quando 0 0sso &
carregado no seu eixo longitudinal do que em outras diregées. O osso pode ser
deformado 0,75% antes que ocorra deformidade plastica, e a deformacéo de
ruptura & 2% a 4%. Durante a deformagao plastica ele é capaz de absorver seis
vezes mais energia antes de fraturar do que durante a fase elastica. Isto é
conhecido como o efeito Poisson (ROCKWOOQOD et al., 1993).

Contudo, Rockwood et al., (1993) observou ainda que 0 0sso ndao é uma
substancia elastica simples como o ago doce. Se carregarmos uma mola, a
deformacgao sera imediata e ndo importando durante quanto tempo a carga seja
aplicada, nao havera nenhuma alteragao na deformagdo a néo ser que a carga
seja alterada. O osso € um material viscoelastico e a adigdo da viscosidade
introduz um elemento de dependéncia da velocidade nos efeitos do
carregamento. Sendo o osso um material viscoelastico, a velocidade de
aplicacdo do esforgo constitui um fator importante na determinacdo do grau de
lesdo do osso e tecidos moles, quando ocorrem fraturas. Quanto mais alta a
velocidade de carregamento, menor a capacidade do osso de absorver energia;
entretanto, se o carregamento for levado até a falha, a quantidade de energia
grandemente aumentada, quando dissipada, descarrega uma devastagcao no
osso. As fraturas de baixa energia séo geralmente lineares sem muito desvio,

mas com quantidades cada vez maiores de energia a cominuigéo e o desvio das

41



fraturas aumentarao, bem como a leséo dos componentes de tecidos moles da
extremidade.

O osso, quando testado no laboratério, ndo possui um limite de
resisténcia padrao e falhara quando submetido a ciclos suficientes. Porém, o
0ss0 in vivo, diversamente dos outros materiais, possui a propriedade de auto-
reparagdo, de modo que repouso e protecdo de esforgo permitirdo a essas
fraturas que elas consolidem. A resisténcia do osso é dependente da densidade
do osso, do seu contetudo mineral e da qualidade e quantidade de colageno
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

2.1.8 Classificagao das fraturas

As fraturas podem ser classificadas de varios modos: (1) pela localizagéo
anatdomica (terco proximal, médio ou distal da diafise; supracondiliana;
subtrocanteriana); (2) pela direcdo da linha de fratura (transversa, obliqua,
espiral); e (3) conforme a fratura seja linear ou cominutiva (isto €, com multiplas
extensdes, dando origem a muitos fragmentos pequenos). Fraturas em galho
verde, tdo comuns em criangas, raramente, se jamais, sdo encontradas em
adultos, mas ocasionalmente pode ser vista uma fratura incompleta. Quando a
diafise de um osso longo foi impulsionada para dentro da sua extremidade
esponjosa, diz-se que ela foi “impactada”. Isto € comum em fraturas do umero
superior, mas acredita-se que a chamada fratura impactada do colo do fémur é
na realidade uma denominagéo errada para uma fratura incompleta ou parcial
(ROCKWOOD et al., 1993).

As fraturas sao ditas “expostas” quando os tecidos moles sobrejacentes
foram rompidos, expondo a fratura ao ambiente exterior, ou “fechadas” quando a
pele ainda esta intacta. Uma fratura patologica é aquela na qual um osso é
quebrado através de uma area enfraquecida por doenga preexistente, por um
grau de esforco que teria deixado intacto um osso normal. Osteoporose de
qualquer causa pode ser uma fonte de fratura patoldgica e constitui um dos
fatores importantes implicados na alta incidéncia de fraturas no idoso. Embora

as fraturas, através de qualquer tipo de lesdo, possam aceitavelmente ser
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chamadas patologicas, algumas vezes o termo é usado em um sentido mais
restrito para descrever uma fratura através de uma lesdo maligna, tal como uma
metastase d6ssea ou um tumor primario (por exemplo, mieloma). O osso, como
outros materiais, reage ao carregamento repetido. Ocasionalmente, ele fatiga e
desenvolve uma fenda, que pode levar a uma fratura completa — uma fratura por
estresse. Estas fraturas séo vistas mais frequentemente em instalacées militares
onde recrutas sdo submetidos a treinamento rigoroso. Entretanto, elas as vezes
sdo encontradas em dancgarinos de ballet e atletas, e nenhum grupo etario ou
ocupacional estao imunes (ROCKWOOD et al., 1993).

2.1.9 Biomecanica das fraturas

A biomecanica das fraturas para muitos profissionais da area de salde
constitui um assunto inerentemente desinteressante. Porém, aos que participam
da elaboragéo de projetos, desde a constituicao quimica e estrutural do material
até o design do produto, realizado por uma equipe multidisciplinar de
engenheiros, quimicos e de designer industrial, esta tematica é extremamente
vital para a fabricagdo de proteses, placas, hastes, fixadores externos, etc.
Todavia, €& aconselhavel ao cirurgiao compreender principios basicos
necessarios para tratar fraturas racionalmente.

Evans (1973) listou as propriedades do osso que sdo importantes na
determinacdo da sua suscetibilidade a fratura, que s&o: a capacidade de
absorgao de energia, o médulo de elasticidade (modulo de Young), a resisténcia
a fadiga e a densidade.

O modulo de elasticidade e a resisténcia a flexdo do osso cortical
variam de acordo com o local analisado (regiao distal, central ou proximal),
sendo que a resisténcia a flexdo do osso cortical do fémur é ligeiramente inferior
na regido proximal. A por¢gdo mineral promove maior influéncia no médulo de
elasticidade do osso do que a porgdo organica. A resisténcia no limite elastico é
determinada pela composigdo e distribuicdo da fase mineral na matriz de
colageno (MORA, 2000).

43



De acordo com Frankel e Burstein (1970), a energia absorvida para
produzir a falha de um colo femoral foi determinada experimentalmente como
sendo 60 kg/cm (Livro de Rockwood, C. A. Jr. 32 Edigao, pag. 4). Entretanto, nas
quedas é produzida energia cinética muitissimo acima deste nivel. Esta energia
— se ela puder ser dissipada pela agdo muscular, deformagéo elastica e plastica
dos tecidos moles, e outros mecanismos — no produzira uma fratura. Na idade
avangada, estes mecanismos tornam-se progressivamente prejudicados, sendo
este um potente fator na produgao de fraturas no idoso.

As fraturas 6sseas, com perda ou ndo de material, sdo uma constante na
vida de profissionais que tentam restabelecer a anatomia e a funcdo do osso
fraturado. Os cuidados iniciais se concentram em determinar a extenséo, tipo de
fratura e definicdo do procedimento cirlrgico para favorecer a criacdo de um
meio biolégico que permita, ao maximo, os processos normais de reparagao do
0sso. Um dos principais objetivos do tratamento é evitar as complicagdes que
podem acompanhar a lesdo musculoesquelética e restabelecer sua anatomia,
estética e sua fungao (DIAS et al., 2010).

2.2 Biomateriais

Varios achados arqueol6gicos comprovaram que a preocupagdo do
homem em restaurar ou substituir partes danificadas do tecido 6ésseo € uma
pratica muito antiga. Como exemplo, pode-se citar a utilizagao do ouro na
odontologia por romanos e chineses ha aproximadamente 2000 anos e os
astecas usavam ha 700 anos. Implantes de ferro também foram encontrados em
um cadaver na Europa, o qual foi datado como sendo do ano 200 d.C. Outros
dados demonstraram que os maias ja produziam dentes obtidos de conchas do
mar em torno do ano 600 d.C. Foi demonstrado que alguns tipos de implantes
promoveram a integragdo com o osso (RATNER, 2004).

Os materiais tém sido convenientemente agrupados em trés
classificagdes basicas: metais, ceramicas e polimeros. Esse esquema esta
baseado principalmente na composi¢ao quimica e na estrutura atémica, e a

maioria dos materiais se encaixa em um ou outro grupamento distinto, embora

44



existam alguns materiais intermediarios. Adicionalmente, existem trés outros
grupos de materiais importantes na engenharia: compésitos, semicondutores e
biomateriais. Os compositos consistem em combinagdes de dois ou mais
materiais diferentes, enquanto os semicondutores s&o utilizados devido as suas
caracteristicas elétricas peculiares; os biomateriais sdo materiais que tém
contato com o meio biologico humano ou animais (CALLISTER, 2012).

O critério de selecdo de biomateriais é baseado principalmente na
aplicagao a que se destinam. Para dispositivos de aplicagées em tecidos moles,
os materiais se propdem a aumentar ou redefinir o tecido, por exemplo:
implantes de seios e implantes faciais. Em aplicagbes ortopédicas e
odontoldgicas, os materiais sao componentes de implantes estruturais (préteses
de articulagdes e implantes de raiz de dentes) ou sao usados para reparar
defeitos 6sseos (parafusos, placas e pinos inseridos em osso) (PARK e LAKES,
2007). Esta selegao do material a ser utilizado deve levar em consideracgao
também as propriedades fisicas, quimicas e mecanicas do material.

A ciéncia dos biomateriais € uma area multidisciplinar, seu objetivo geral
nao engloba apenas o desenvolvimento de compostos a serem utilizados como
substitutos de tecidos lesados, mas também o entendimento das interagdes
destes com o organismo receptor. Tal fato tem levado diferentes pesquisadores,
das mais variadas areas, a criacao e ao aperfeicoamento de dispositivos que
sejam simultaneamente biocompativeis e funcionais (SANTOS JR., 2001). A
evolugdo atual dos biomateriais depende assim dos avangos das diversas
areas, de maneira global da biotecnologia e da ciéncia dos materiais.

O primeiro conceito de biomateriais surgiu no | Simpésio Internacional
de Biomateriais, realizado na Universidade de Clemson, Carolina do Norte,
1967, ou seja, biomateriais séo definidos como materiais sintéticos utilizados no
corpo. Posteriormente, a Conferéncia da Sociedade Europeia de Biomateriais,
realizada em margo de 1987, em virtude do desenvolvimento de novos materiais
e tecnologias que possibilitaram novas fronteiras de uso biologico, propds um
conceito que pudesse de forma ampla atender a estas novas possibilidades.
Como resultado obteve-se o conceito de biomaterial como um material
desenvolvido com o propésito de interagir com a interface de sistemas

biolégicos para avaliar, tratar, aumentar ou substituir qualquer tecido, 6rgéao ou



fungédo no corpo humano, produzido ou modificado artificialmente (NICHOLSON,
2002; PARK E LAKES, 2007).

Para Helmus (1995), biomaterial é qualquer substancia (outra que nao
droga) ou combinagdo de substancias, sintética ou natural, que possa ser
utilizada por um periodo de tempo completa ou parcialmente como parte de um
sistema que trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou fungéo do
corpo.

Para Oréfice et al. (2006), algumas propriedades importantes estao
relacionadas a fisico-quimica dos biomateriais, como a biocompatibilidade e
bioatividade, onde o mesmo conceitua:

Biocompatibilidade € a interacdo tecido-biomaterial. Depende ndo s6 das
caracteristicas intrinsecas do material (por exemplo: composi¢do quimica e
cristalinidade), mas também do ambiente de implantacédo e da funcionalidade
para a qual foi produzido. A biofuncionalidade & especifica para cada biomaterial
em determinada regido do organismo;

Bioatividade é a capacidade de biomateriais interagirem com tecidos vivos,
promovendo a sua integragao no organismo receptor. Baseia-se na estimulacao
de processos fisico-quimicos inerentes a sistemas bioldgicos, integrando o
biomaterial. A bioatividade € uma propriedade especifica, que varia de acordo
com o ambiente organico onde o biomaterial &€ implantado.

Vert et al. (1992), reafirmam a importédncia destas propriedades a
serem consideradas na escolha e no desenvolvimento de um Biomaterial que
sdo a biocompatibilidade e a bioatividade. Para ser biocompativel, o material
deve apresentar teor de citotoxicidade nulo ou muito baixo, nao registrando acao
imunogénica (a menos que esta seja desejada), ndo deve ser mutagénico nem
trombogénico. A bioatividade & avaliada pelas caracteristicas quimicas, fisicas,
fisico-quimicas, térmicas e biolégicas, pela facilidade de manejo do material,
pela possibilidade de esterilizagao, pela estabilidade ao ser estocado bem como
pela taxa de degradagao controlada e pela bioreabsorgao.

A Tabela 1 apresenta a comparagéo do modulo de elasticidade e da resisténcia
a tragdo dos tecidos rigidos com as classes de materiais utilizados como

biomateriais.
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Tabela 1. Comparagéo do maédulo de elasticidade e resisténcia & tracéo dos metais, ceramicas e

polimeros com os tecidos rigidos.

Médulo Resisténcia a Tragdo

(GPa) (MPa)
Tecido Rigido
Osso Cortical (diregao longitudinal) s e d 133
Osso Cortical (diregéo transversa) 12,8 52
Osso Trabecular 0,4 7.4
Esmalte 84,3 10
Dentina 11 39,3
Metais
Aco 190 586
Liga Co-Cr 280 1085
Liga Ti 116 965
Amalgama 300 58
Ceramica
Alumina 360 300
Zircbnia 220 820
Biovidro 35 42
HA 95 50
Polimeros
PEUAPM 0,88 35
PU 0,02 35
PTFE 0.5 £,
PA 2.1 67
PMMA 2,55 59
PET 2,85 61
PEEK 3,3 110
SR 0,008 7,6

Fonte: Park e Lakes, 2007.
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Segundo Silva (2010), as principais propriedades de um biomaterial szo:
resisténcia a tragdo, modulo de elasticidade, fadiga, rugosidade, taxa de
permeacgéao, absor¢éo de agua, bioestabilidade, esterilizagao.

Fonseca et al., (2005), resumiu, dizendo que um biomaterial deve
possuir as seguintes propriedades: biocompatibilidade, nao toxicidade ou
carcinogenicidade, estabilidade mecanica, peso e densidade adequados, baixo
custo, facil fabricagéo e estimular reagbes bioldgicas favoraveis em relagéo a
sua fungao de uso.

Os biomateriais utilizados clinicamente induzem diferentes respostas do

tecido e, em fungéo do tipo de interface tecido/implante desenvolvido, podem
ser classificados em:

Bioinertes

Sao materiais que s&o tolerados pelo organismo e que praticamente nao
liberam nenhum tipo de componente. No entanto, esses materiais tendem a ser
envolvidos por uma capsula fibrosa que o isolam do meio vivo. A espessura da
camada fibrosa depende de muitos fatores, como as condigbes do implante,
tecido e carga mecanica existente na interface (HENCH e WILSON, 1993,
CASTNER e RATNER, 2002). Nao existem materiais totalmente inertes, ha
sempre uma resposta dos tecidos a qualquer corpo estranho quando inserido no
corpo humano. Alterando algumas propriedades dos materiais & possivel

minimizar ou controlar a resposta do tecido.

Bioativos

Sao os materiais que favorecem a ligagdo quimica entre o material
implantado e o tecido dsseo (osteointegracdo), sem a presencga de involucros
fibrosos. Em fungdo da similaridade quimica entre tais materiais e a parte
mineral 6ssea, os tecidos 6sseos se ligam a eles, permitindo a osteoconducgao
por meio de recobrimento do implante por células ¢sseas. Quando o material
bioativo € implantado no corpo, uma série de reagdes bioguimicas e biofisicas
ocorrem na interface implante/tecido. Essas reagdes eventualmente resultam
em uma ligacao interfacial de natureza quimica e nao fisica (HENCH e WILSON,

1993). Os materiais bioativos podem ainda ser classificados em:
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1) Materiais Osteoindutores - sdo materiais que promovem uma
resposta intracelular e extracelular na interface. Por meio desse processo uma
superficie bioativa é colonizada pelas células-tronco livies no ambiente
defeituoso, como resultado que acontece em intervencées cirtrgicas. Como
exemplo estdo os biovidros que podem ligar-se com tecido macio e também
com O 0SS0.

2) Materiais osteocondutores - Os materiais osteocondutores
promovem uma superficie biocompativel que favorece o desenvolvimento das
celulas osseas. Isso ocorre quando um material promove somente uma resposta

extracelular na interface. Como exemplo pode-se citar a hidroxiapatita sintética
(CAO e HENCH, 1996).

Reabsorviveis

Implantes reabsorviveis sdo degradados, solubilizados ou fagocitados
pelo organismo apos certo periodo de contato com o tecido. Esses materiais séo
muito importantes em aplicagbes clinicas em fun¢do de serem desnecessarias
novas intervengdes cirurgicas para a retirada do material implantado. Sao
exemplos desses materiais os fosfatos tricalcico (HENCH e WILSON, 1993) e os
biopolimeros sintéticos e naturais biodegradaveis.

Segundo Shirtliff e Hench (2003) a classificagdo de biomateriais em
bioinertes ocorreu na primeira geragdo de biomateriais cuja meta principal era
conseguir uma combinagao das propriedades que fossem proximas as do tecido
que seria substituido, de forma a provocar a minima reacao toxica possivel. Ja
0s materiais reabsorviveis e bioativos pertencem a segunda geragao de
biomateriais. Desde entao, varios materiais foram enquadrados em uma dessas
categorias, o que promoveu um avango na produgdo de dispositivos para
aplicagbes biomédicas e consequentemente, uma melhora na qualidade de vida
das pessoas. Apesar desse avango, observou-se que tais materiais possuiam
vida curta em relagdo a meédia de expectativa de vida atual e falhavam em torno
de 10-25 anos depois de implantado, o que levava o paciente a outra
intervencéo cirtrgica. Além disso, eles ndo respondem a uma mudanca
fisiolégica ou estimulo bioquimico, como acontece no tecido vivo. Devido a

essas limitagbes, surgiu recentemente uma geragdo de biomateriais que tem
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como foco principal melhorar a capacidade de regeneragdo do tecido pela
estimulagéo de genes, os quais iniciam o reparo do tecido danificado ou doente.

As interpretacgdes cronolégicas dos perfis de biocompatibilidade para
biomateriais sintéticos mostraram que, na década de 60, os estudos se
focalizaram sobre os produtos de degradagdo dos metais, suas ligas e
polimeros. Na decada de 70, foi dada énfase as caracteristicas quimicas e falta
de reatividade bioquimica (materiais bioinertes). Dez anos mais tarde, tiveram
destaque o controle das interagdes e a integragéo entre biomateriais e tecidos
(bioatividade e biointegragdo). A partir dos anos 90, atentou-se para as
combinagbes de materiais e compositos que fornecessem substratos
anisotropicos quimicos e mecanicamente mais similares ao tecido a ser reposto
(RATNER et al., 1996).

Segundo Vert (1992), biorreabsorgédo é a caracteristica atribuida aos
materiais que mostram total degradagao pela diminuicdo de tamanho da cadeia,
tendo seus subprodutos eliminados pelas rotas metabdlicas do organismo. Tal
conceito reflete a eliminagdo total do material, sem efeitos colaterais. A
biodegradacgdo € o termo utilizado para materiais que, devido a degradagao
macromolecular, sofrem dispersdo no organismo. Seus subprodutos sdo
retirados do local de agdo, mas nao sao necessariamente eliminados pelo
organismo. Sao ideais para a recuperagao de tecidos danificados por certo
periodo de tempo. Durante o processo de reparo, o novo tecido se forma
substituindo, progressivamente, o implante nas fungdes requeridas.

A composicao e comportamento do meio como: pH, presenca de
cations e anions, temperatura, e ainda tecidos ao redor do implante, devem ser
levadas em conta quando sugerida a aplicagdo de um novo artificio terapéutico,
ja que esses fatores influenciam diretamente na aceitacdo do material pelo
organismo. Porém, tais caracteristicas sao frequentemente negligenciadas pela
literatura, provavelmente devido a sua grande complexidade. Tal negligéncia
muitas vezes impossibilita a comparagéo entre os materiais j& bem sucedidos
como implantes em relagéo os novos (VERT, 2007).

Além dos biomateriais bioinertes, existem os biodegradaveis, que sao
aqueles que se degradam quando em contato com os fluidos orgénicos ou

inorganicos. A taxa de degradagao deve permitir a substituicdo gradual do novo

50



tecido, transferindo progressivamente a tensdo para o tecido em recuperagao,

evitando assim uma segunda intervencéo cirlrgica para a remogéo do implante
(FERREIRA, 2002).

2.2.1 Biomateriais ceramicos

Materiais ceramicos sdo compostos inorganicos, nado metalicos,
tipicamente duros, frageis, com altas temperaturas de fusdo, baixa
condutibilidade elétrica e térmica e boa estabilidade quimica. Estes materiais
tém uma ampla faixa de aplicagbes. Na area médica e odontoldgica tem se
intensificado o uso deste material (OREFICE et al., 2008).

Biomateriais ceramicos satisfazem necessidades tao diversas quanto:
baixos coeficientes de atrito para a lubrificagdo de proteses articulares,
superficies de valvulas de coragdo que evitam coagulagao do sangue, materiais
que estimulem o crescimento 0sseo e aqueles que podem prender espécies
radioativas para tratamentos terapéuticos. Estes materiais podem ser
encontrados na forma de microesferas, camadas ou coberturas finas em
implantes metalicos, redes porosas, compostos com componentes poliméricos
(compositos). Materiais que podem ser classificados como bioceramicas incluem
alumina, zirconia, fosfatos de calcio, vidros ou vidros ceramicos a base de silica
e carbonos piroliticos (AZEVEDO et al., 2007).

Existe uma série de ceramicas de fosfato de calcio consideradas
biocompativeis. Destas, a maioria & reabsorvivel e dissolvera quando expostas
aos ambientes fisiologicos. Em ordem crescente de solubilidade estes materiais
incluem: tetrafosfato de calcio (CasP;0y), fosfato de calcio amorfo, a-fosfato tri-
calcio (Casz(PQ.)2), p-fosfato tricalcio (Ca3z(POs4);) e  hidroxiapatita
(Cao(PO4)s(OH)2) (FOOK, 2007).

As propriedades mecanicas da hidroxiapatita ndo a tornam aconselhavel
para aplicacbes onde ha um aumento de solicitagbes de carga, como &
necessario em ortopedia. Porém, é utilizada como material para preenchimento

e/ou recobrimento em materiais como titdnio e ligas de titanio, onde suas
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propriedades bioativas contribuem efetivamente para que haja uma maior
osteointegragao entre o metal e osso. Neste caso, 0 componente metalico
contribui com a resisténcia mecanica suportando a carga. Estes recobrimentos
usando hidroxiapatita séo aplicados por pulverizagdo a plasma. No entanto, é
preciso um grande controle dos parametros de processamento para evitar
decomposicao térmica da hidroxiapatita em seus fosfatos de calcio soluveis,
devido as altas temperaturas de processamento utilizadas (AZEVEDO et al.,
2007).

Azevedo et al. (2007), relata que, ac contrario dos outros fosfatos de
calcio, a hidroxiapatita sdo mais resistentes sob condicdes fisiologicas. De fato,
é termodinamicamente estavel em pH fisioldgico e participa ativamente na
regeneracao dssea, formando ligagdes quimicas fortes com o osso em volta.
Esta propriedade tem sido explorada para recuperagdo déssea rapida apoés
traumas mais complexos.

A Figura 5 ilustra o crescimento de uma célula humana (osteoblasto) ao

longo de uma superficie de hidroxiapatita.

superficie de hidroxiapatita

Figura 5: Célula humana em crescimento em

Fonte: Azevedo et al.,, 2007.

Os fosfatos de calcio de relevancia biolégica sao: fosfato de calcio
amorfo, brushita, monetita, fosfato octacalcio, fosfato tricalcio, pirofosfato de

calcio e apatita. Dentre as fases minerais presentes em calcificagbes normais,
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ou seja, ndo patologicas, as apatitas sdo as mais comumente encontradas. Os
membros do grupo das apatitas sdo diferenciados com base nos seus anions
predominantes, isto é: fluorapatita (F), hidroxiapatita (OH) ou cloroapatita (Cl),
dentre outros. A hidroxiapatita pura € um sal duplo de fosfato tricalcico e
hidroxido de calcio e tem estequiometria Ca;Cas(PO4);0H ou (Ca)1o(PO4)s(OH)..
Cada membro pode fazer uma série de substituigdes isomorficas catidnicas ou
anidnicas, levando a formacédo dos correspondentes isomorfos ou solugées
solidas. Estas substituicdes podem ser isoidnicas ou heteroibnicas (SILVA,
2008). A HA [Ca19(PO4)s(OH),] (Figura 6) possui razdo Ca/P de 167 e € o
fosfato de calcio mais estavel e o menos soluvel de todos. A HA pura cristaliza-
se sob a forma monoclinica com espagamento de grupo P21/b, no entanto, a
temperaturas acima de 250°C, existe a transicdo da forma monoclinica para
hexagonal (AOKI, 1994).

Apatita € o nome de uma vasta série de minerais isomorfos. O nome
“apatites”, do grego, enganadora, justifica as dificuldades envolvidas na sua
identificagédo devido a sua falta de estequiometria. As apatitas sdo formadas sob
condigbes variadas, mas comumente ocorrem como minerais agregados as
rochas igneas. Elas também ocorrem em rochas sedimentares marinhas
formadas por deposi¢cdo quimica, em fosseis e em rochas metamoérficas. Variam
amplamente em tonalidade, desde o transparente, passando pelo amarelo,
verde, marrom, vermelho e azul. Algumas apatitas exibem uma fluorescéncia
amarela sob luz ultravioleta. Os cristais sdo hexagonais, prismaticos e podem se
tornar alongados sempre terminando em faces bipiramidais (SILVA, 2008).

As apatitas sao definidas pela formula quimica M1o(Y)sZ2 € formam uma
gama variada de solucdes solidas como resultado da substituicdo de sitios M*",
X04> ou Z". As espécies M?" sao tipicamente cations metalicos divalentes como
Ca®*, Sr**, Ba®", Pb*" ou Cd®". As espécies Y3 sdo tipicamente um dos seguintes
anions trivalentes: PO,>, AsO,*, VO.*, CrO,> ou MnO,”. Os anions
monovalentes Z s&o geralmente F-, OH", Br ou CI'. O anion divalente CO3* no
lugar de Z, da origem as carbonatoapatitas (SILVA, 2008).

A forma de degradacédo da hidroxiapatita € mais uma de suas vantagens.
Envolve um processo correspondente a degradagao natural do tecido ¢sseo, por

osteoclastos, sugerindo a possibilidade de completa degradag&o durante o
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remodelamento normal do osso, o que seria ideal (Borges et al., 2000; Rumpel
et al., 2006). Foi observado que ocorre mais rapidamente quando em contato

com osso trabecular e medula 6ssea do que com o osso cortical (IMAIZUMI et
al., 2006).

Figura 6: Rede Cristalina da hidroxiapatita
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Fonte: Almqvist et al., 1999.

Algumas impurezas, ou substituicées parciais da hidroxila por ions cloreto
ou fluoreto, estabilizam a forma hexagonal a temperatura ambiente. Por esse
motivo, monocristais naturais de HA geralmente exibem uma conformacgao
hexagonal. Sua densidade é de 3,16 Kg/m® e os parametros de rede sdo
a=b=0,9423 nm e ¢=0,6875 nm (FERNANDEZ et al., 1999).

Os arranjos atomicos da fluorapatita, Caio(PO4)sF2 € da cloroapatita,
Ca19(PO4)sCly, onde o fluoreto (F) e o cloreto (Cl), respectivamente, substituem
o grupo (OH) na estrutura da apatita sao similares. As substituicdes na estrutura
das apatitas nos grupos (Ca), (PO4) ou (OH) resultam em alteragdes nos
parametros de rede e em algumas propriedades como solubilidade e morfologia,
sem mudancga significativa na simetria hexagonal. A maior estabilidade da
fluorapatita € relacionada a uma dificuldade de difusdo massica através do canal
formado pelos ions Z" (SILVA, 2008).
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Tabela 2. Propriedades de fosfatos de calcio biologicamente importantes.

Fosfato de calcio

Formula quimica | Ca/P
Fosfato tetracalcico (TeCP) CasO(POy4)2 2,0
Hidroxiapatita (HA) Ca1p(PO4)s(OH), 1,67
Fosfato de calcio amorfo (ACP) Cas(PQO4)2 . nH,O 1.5
Fosfato tricalcico (a, o', B, v) (TCP) Ca3(POa), 1,5
Fosfato octacalcico (OCP) S wP O 1,33

5H,0

Mono-hidrogénio fosfato de calcio dihidratado
(DCPD) CaHPO, . 2H,0 1,0
Mono-hidrogénio fosfato de calcio (DCP) CaHPO4 1,0
Pirofosfato de calcio (CPP) CayP,0; 1,0
Pirofosfato de calcio dihidratado (CPPD) CayP,0;7 . 2H,0 1,0
Fosfato heptacalcico (HCP) Caz(P5015)2 0,7
Di-hidrogénio fosfato tetracaicico (TDHP) CasH2PsO20 0,67
Fosfato monocalcico mono-hidratado (MCPM) Ca(HzPOy4)2 . Hao 0,5
Metafosfato de calcio (a, B, y) (CMP) Ca(POs3)2 0.5

Fonte: Fernandez et al., 1999.

Alem da solubilidade, a razdo Ca/P, cristalinidade, sinterizagdo e

presenca de poros sdao parametros que diferenciam a maior parte desses
fosfatos. Para compostos quimicamente puros, a razao Ca/P varia entre 0,5 e
2,0 sendo que gquanto menor € a razdo, maior a sua acidez e a sua solubilidade
em agua (DOROZHKIN e EPPLE, 2002), como exposto anteriormente na
Tabela 2.

Existe uma grande quantidade de fosfatos de calcio na natureza e varios
desses sais sdo vistos em calcificagbes normais e patologicas no corpo
humano. As apatitas bioldgicas, que compdem as fases minerais dos tecidos
calcificados (esmalte, dentina e ossos) e algumas calcificagdes patologicas
(calculos renais) sdo geralmente referidas a hidroxiapatitas de calcio, HA.
Porém, diferem da hidroxiapatita pura em estequiometria, composicéo,

cristalinidade e em outras propriedades fisicas e mecanicas. As apatitas
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biologicas séo deficientes em célcio e apresentam substituicdo pelo carbonato.
Estas apatitas apresentam substituicées do tipo B associadas a substituigdes do
Ca?* por Na". Esta dupla substituicao € necessaria para que haja um balango de
cargas. Em algumas espécies de peixe 6sseos e cartilaginosos, as substituicdes
sdo do tipo B associada a OH™ por F™ (SILVA, 2008). A Tabela 3 mostra a

ocorréncia dos fosfatos de calcio em sistemas bioldgicos.

Tabela 3: Fosfatos de calcio em sistemas bioldgicos

Fosfato de Calcio Formula Quimica Ocorréncia

Esmalte, dentina, osso,
calculo dental, rochas,
Apatita (Ca,M)19(PO4,Y)sZ2 calculo urinario,
calcificagdes em tecido
mole.

Octacalcio fosfato, OCP CagH,(P0O4)s.5H,0 Calculo dental e urinario

Calculo dental,

Brusiits, Tostatn condrocalcinose
dicalcico  di-hidratado, CaHPQ4.2H,0 2 '
crystalluria, ossos
DCPD
decompostos
Calculo dental e urinario,
. . pedras salivarias, caries
Yr\il:;:;zzlta'qcp Rl (Ca.Mg)o(POa)s em dentina, cartilagem
P artritica, calcificagbes em
tecido mole
Pirofosfato de calcio di- Pseudo depdésito de

CaP207.2H20

hidratado fluidos sinoviais

Fonte: Silva, 2008.

As cer@micas de fosfato de calcio tém merecido lugar de destaque entre
as bioceramicas. Sua utilizagdo na substituicdo de tecido ésseo ocorre em
consequéncia da identidade em termos de composi¢cado que existe entres estas
ceramicas e matriz ¢ssea. Tal similaridade favorece a interagdo entre o tecido
vivo e o material, com a formagédo de uma ligagao biomaterial-tecido (PEREIRA
etal.,, 2012).

Segundo Kokubo et al. (2003), um dos pré-requisitos para um material
ligar-se ao osso é a formagdo de uma camada de apatita biologicamente ativa
na interface material/osso, usualmente conhecida como “bone-like apatite”. Tal
camada de apatita & similar a fase mineralizada do tecido Osseo, em

composi¢gdo e estrutura. Acredita-se que ela atua como sinalizadora de
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proteinas e células para iniciar a cascata de eventos que resulta na formacao da
estrutura o0ssea. Ou seja, os osteoblastos, células dsseas responsaveis pela
producdo do tecido o¢sseo, proliferam preferencialmente e se diferenciam
produzindo apatita e coldgeno sobre a camada de apatita formada
anteriormente, o que favorece a unido do implante com o osso. Quando isso
ocorre, uma ligagao quimica e formada entre o osso e a camada de apatita,
reduzindo a energia interfacial entre elas.

Desde entdo, varios trabalhos tém sido desenvolvidos com o intuito de
avaliar in vitro, por meio de testes de bioatividade, a capacidade de formacéo da
camada de apatita bioldgica sobre a superficie de diversos materiais, prevendo,
assim, o potencial bioativo de cada um deles. Os testes in vitro de bioatividade
se tormnaram muito populares a partir da déecada de 90 pela sua relativa
simplicidade. Entretanto, os resultados nem sempre apresentam uma boa
reprodutividade, o que dificulta bastante o estabelecimento de uma relagdo de
unicidade entre os resultados in vitro e o comportamento in vivo. Um teste usual
de bioatividade consiste na utilizagdo de uma solucdo que simula o fluido
corpéreo acelular ou ainda de solugdes supersaturadas de ions calcio e fosforo.
Contudo, a simulagdo do comportamento dos materiais in vitro desconsidera
varios fatores devido a dificuldade de reproduzir fielmente os parametros
biolégicos. Apesar dessa dificuldade, os testes in vitro sao imprescindiveis por
questdes éticas e econOmicas, bem como por serem capazes de estabelecer
possiveis mecanismos da interagéo interfacial entre o implante e o tecido 6sseo
(MASUDA et al,, 1998, FUJIBAYASHI et al., 2003). As informagdes obtidas
nestes ensaios sdo particularmente Uteis como uma etapa preliminar a

realizacéo dos testes in vivo.

2.2.2 Biomateriais metalicos

Entre os materiais utilizados para confec¢do de implantes destacam-se
os materiais metalicos, devido a sua boa resisténcia mecanica e elevada
tenacidade. A maioria dos elementos metalicos como Fe, Cr, Co, Ni, Ti, Ta, Mo,

utilizados na confecgdo de implantes pode ser tolerada pelo corpo em
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quantidades limitadas, sendo alguns até essenciais para fungées celulares ou
metabdlicas. Entretanto, elementos metalicos nZo sdo bem aceitos pelo corpo
em quantidades elevadas. Como o ambiente fisiolégico é altamente agressivo
para este tipo de material, tornando a corrosdo metalica passivel de ocorrer, isto
podera levar a uma desintegragao e liberagdo sem controle destes elementos no
organismo, sendo este um dos tépicos essenciais no estudo de biomateriais
metalicos. O potencial de corrosé@o e os produtos de corrosédo sao, portanto, os
principais fatores que limitam o tipo de metal que podera ser empregado como
biomaterial. A corrosdo pode ainda levar a deterioracdo das propriedades
mecanicas do material, comprometendo o desempenho da funcdo (OREFICE et
al., 2012).

Os produtos comercializados para aplicagdo médica devem ser
rigorosamente testados quanto a composigdo quimica e caracteristicas
estruturais e mecanicas, para garantir que estdo de acordo com os padrbes
estabelecidos por normas especificas para implantes metalicos. Dentre os
biomateriais metalicos, os agos inoxidaveis, principalmente os austeniticos do
tipo 316L (ASTM F138), ligas Co-Cr-Mo (ASTM F75, F799), Co-Ni-Cr-Mo (ASTM
F562), titanio puro, Ti-6Al-4V e Ti-6Al-7Nb (ASTM F67, F136 e F1295), sdo os
mais usados. Eles possuem uma ampla aplicagédo em ortopedia, principalmente
na confeccdo de proteses articuladas e ainda como elementos estruturais na
fixacdo de fraturas, nas osteosinteses (OREFICE et al., 2012).

Alguns materiais artificiais implantados no osso tendem a ser
encapsulados com tecidos fibrosos que os isolam do contato direto com a matriz
o6ssea. Consequentemente, eles ndao aderem ao osso devido a auséncia de
ligagdo quimica na interface material/tecido 6sseo. Dentre os materiais que
apresentam tais caracteristicas estdo os ja citados: titdnio e suas ligas, o ago
inoxidavel, as ligas de Co-Cr-Mo e mais o polietileno, que sé&o considerados
bioinertes (KOKUBO et al., 2004).

A Figura 7 ilustra alguns artefatos metalicos bioinertes usados na

ortopedia e odontologia.
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Figura 7: Artefatos metalicos usados na ortopedia e odontologia
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Fonte: www.algarvemedicaltourism.com/http://www.cliquefacil.net/ e

www.gilmarvasconcelos.blogspot.com.br/

A osteossintese € um procedimento entendido no conceito médico,
como: intervencao cirlrgica da fratura Ossea com colocacdo de placas,
parafusos e fio de cerclagem, possibilitando a estabilizagcdo duradoura destes
fragmentos, durante um periodo de tempo necessario para a consolidagdo
6ssea desta fratura (MULLER et al., 1980).

Para o idealizador da técnica cirurgica e designer das placas metalicas
difundidas hoje no mundo inteiro, Prof. Dr. Maurice E. Muller, “uma osteosintese
completa sua missado, somente, quando se precede de uma fixagdo aberta e
quando possibilita os movimentos ativos e indolores de musculos e articulagdes”
(MULLER et al., 1980).

O implante fabricado pode ser submetido a métodos de modificagao
superficial e de acabamento, que dependem do metal, da aplicagdo e do
fabricante. Alguns procedimentos que podem ser usados incluem: aplicagao de
uma camada de recobrimento poroso ou microporoso, implantagéo idnica,

nitretagcdo, polimento, limpeza quimica e passivacdo. As caracteristicas
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superficiais finais do implante serdo muito importantes no desempenho biolégico
do mesmo (OREFICE et al., 2012).

Para uma confirmag&o de fato, a Figura 8 ilustra uma falha/fratura que
ocorreu em uma osteossintese de fémur, apdés a colocagdo de uma placa
metalica. Mesmo sabendo da grande resisténcia mecénica e elevada tenacidade
que sao apontadas como importantes vantagens dos implantes metalicos, pode-
se deduzir que sao faliveis e carecem de reavaliagdo. Dentre as quais uma
substituicdo deste biomaterial por outro que seja bioativo, biocompativel e que

possua propriedades mecanicas semelhantes ao do tecido 6sseo danificado.

Figura 8: Fratura de placa metalica do fémur. Foto do autor.

Estes implantes, como outros componentes estruturais estdo sujeitos a
falhas, oriundas das fraturas mecanicas do implante, desgaste e corrosao e
ainda, de maneira mais agressiva, pela combinagao desses eventos. Neste
contexto, propriedades como resisténcia a corrosdo, fadiga, desgaste e
tenacidade a fraturas ainda sao requisitos importantes para um biomaterial
(PEREIRA et al., 2012).

Outras desvantagens de implantes metalicos incluem: a interferéncia com
alguns tipos de técnicas de diagnostico por imagem, a migragao e colapso apos
algum tempo de implantagéao e a sensibilidade ao calor ou frio (OLIVEIRA, 2005;
SARGEANT e GOSWAMI, 2007). Para eliminar essas desvantagens uma

alternativa é a remocao do implante apds a consolidagéo éssea, procedimento
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que envolve a realizagdo de nova cirurgia, com todos seus inconvenientes,
custos e potenciais complicacdes (WEILER et al., 2000).

A busca por um material semelhante ao tecido vivo e que viabilize a
recuperacao do tecido danificado, como ja mencionado, aumenta a necessidade

para desenvolver artefatos diferentes para a fixagao e regeneragao 6sseas.

2.2.3 Materiais poliméricos

Polimeros sdo macromoléculas formadas pela simples repeticdo de
unidades menores, onde poli significa “muito”, e meros, significa “parte”. Sao
sintetizados através de simples moléculas chamadas mondémeros por um
processo chamado de polimerizagdo (STEVENS, 1999; WESSEL, 2004). Como
0os metais e ceramicas, os polimeros seguem os principios da Ciéncia dos
Materiais, que € a ciéncia que estuda as relagcdes entre a estrutura e as
propriedades, assim como a relagéo entre a estrutura dos materiais e seus
processamentos. Os polimeros sdo materiais que integram uma variedade de
dispositivos, sejam eles de uso comum (recipientes, embalagens, etc.) ou
aqueles chamados de avangados, como dispositivos eletrénicos, biomateriais,
etc. (OREFICE et al., 2006).

Os materiais polimericos plasticos podem ser sintetizados por
processos industriais (sintéticos) ou por plantas e microrganismos (naturais). Os
materiais sintéticos podem ser obtidos a partir de fontes renovaveis (plantas ou
microrganismos) ou de fontes nao renovaveis (petroleo, gas, carvao)
(STEVENS, 1999).

O material ideal seria aquele obtido de fontes renovaveis (natural ou
sintético) e degradaveis, apresentando propriedades fisicas e quimicas
competitivas e com prego aceitavel pelo mercado (GROSS e KALRA, 2002). A
caracteristica desejada destes materiais € a degradagdo em um periodo
necessario a sua funcionalidade.

Os polimeros naturais existem no ambiente e ndo ha relatos de

acumulos significativos, indicando que os microrganismos tém-se adaptado a
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esses substratos, induzindo a produgdo de enzimas para degrada-los
(ALEXANDER, 1973).

Os polimeros vém sendo usados em aplicages biomédicas ha mais de
50 anos. A flexibilidade de se projetar e selecionar polimeros com
caracteristicas Unicas capazes de se adequarem as diferentes situacdes
garantiu uma diversidade de aplicagcbes deste tipo de material como
biopolimeros. Dentre os biopolimeros, vém se destacando mais recentemente
os polimeros biodegradaveis que podem ser usados na substituicdo temporaria
de tecidos (enquanto estes se regeneram) ou como meio para a liberagéo
controlada de farmacos (DEMET, 2011).

Segundo Bispo (2009), o emprego dos polimeros como biomateriais é
devido as varias caracteristicas que apresentam e que os tornam muitas vezes
essenciais para desempenhar funcdes especificas no organismo. Dentre suas
caracteristicas importantes, apresentam-se as propriedades fisico-quimicas, sua
versatilidade estrutural (que permite adequa-los a cada aplicagédo especifica),
baixo custo de fabricagao de dispositivos, a diversidade de polimeros sintéticos
e naturais e a relativa facilidade de obtencao. Existe ainda a possibilidade de
alterar um ou outro grupamento quimico pertencente a arquitetura
macromolecular das cadeias, para viabilizar, por exemplo, o estabelecimento de
alguma interacao especifica entre o biomaterial e o tecido hospedeiro.

Entretanto, todo tipo de material provoca algum tipo de resposta por
parte do tecido anfitrido. Polimeros tradicionalmente usados em implantes para
terapias, como o polietileno, poli (tereftalato de etileno) e o silicone, que séo
sintéticos, quando inseridos no corpo, provocam uma reagao inflamatdria que é
resolvida através do encapsulamento do material por uma camada fibrosa rica
em colageno. A espessura da camada, em geral, é reduzida, mas depende das
condigbes de implantagdo, forma de implante e procedimentos cirtirgicos
(BISPO, 2009). A Figura 9 ilustra alguns polimeros utilizados em aplica¢des

meédicas.
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Figura 9: Polimeros usados como biomateriais.
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Fonte: Oréfice et al., 2012.
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Para Darea (2009), a biocompatibilidade de polimeros envolve
normalmente quatro fenémenos:

1)  Processos de concentracdo de macromoléculas junto & superficie
dos materiais (adsorgéo), logo apés a implantagao destes no corpo;

2) Resposta local do tecido a presenga do biomaterial (observada na
forma de respostas inflamatdrias e imunologicas);

3) Efeito do ambiente corpdéreo no material, que pode ser visualizado,
por exemplo, pelo estabelecimento de processos de degradagao do polimero;

4) Resposta do corpo como um todo a presenga do biomaterial, que
pode ser percebida através do aparecimento de tumores, alergias, imperfeigcbes
generalizadas etc.

Os polimeros biodegradaveis tém sido extensivamente pesquisados e
utilizados como biomateriais, visto que n&o precisam ser removidos e nao
causam efeitos indesejaveis em longo prazo. Existem varias aplicagdes para
estes tipos de biopolimeros, tais como: suturas, dispositivos para liberagéo de
farmacos, fixacéo de dispositivos ortopédicos, vasos sanguineos temporarios e
matriz para engenharia de tecidos. Eles devem ser um meio adequado para o
crescimento dos tecidos, guiando a resposta tissular, favorecendo a fixagao e
proliferacao celular e controlando a resposta inflamatéria e imunolégica (DAREA
et al., 2009).

Os fatores que afetam a biodegradacéo de materiais poliméricos sao
amplos e diretamente relacionados as condi¢cdes o6timas para a expressao da
degradacdo. De modo geral, a biodegradagao & afetada pelas condigdes
ambientais, pelas caracteristicas do polimero e pelo potencial metabodlico dos
microrganismos. O ambiente pode afetar a degradagao abidtica e bidtica de
materiais poliméricos em fung¢do das condicées para que ocorram as reagoes
quimicas e bioguimicas. Entre estas condigbes ambientais destacam-se: a) a
presencga de nutrientes; b) temperatura adequada; ¢) umidade,; d) aeragao; e) pH
neutro; f) pressdo osmotica ndo muito elevada; h) potencial redox positivo; i)
disponibilidade do polimero (ATLAS e BARTHA, 1998).

A estrutura do polimero afeta a capacidade de degradagdo. Entre as
caracteristicas estruturais, destacam-se: a) massa molar; b) ramificagdes

laterais:; c) polaridade e regularidade espacial; d) cristalinidade. Em relagéo a
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massa molar, verifica-se que, a medida que esta aumenta, diminui a
biodegradagéo do polimero. A massa molar muito elevada reduz a solubilidade
do polimero, impede a sua absorgdo pelos microrganismos e dificulta as
reacoes de oxidagdo via mono-oxigenases. A presenca de ramificagbes no
polimero diminui a sua degradagdo e os grupamentos laterais também podem
aumentar a recalcitrancia (ATLAS e BARTHA, 1998).

Os plasticos biodegradaveis, ou biopolimeros, ao contrario dos sintéticos
derivados do petréleo, sofrem biodegradagdo com relativa facilidade,
integrando-se totalmente a natureza. Devido a isso, institutos de pesquisas das
universidades, muitas vezes ligados ao setor industrial, trabalham ha alguns
anos em linhas de pesquisa que visam desenvolvé-los. Uma substancia é
biodegradavel se os microrganismos presentes no meio ambiente forem
capazes de converté-la em substancias mais simples, existentes naturalmente
em nosso meio (CANGEMI et al., 2005).

Para Darea (2009), os biopolimeros, também denominados como
polimeros biodegradaveis, sao aqueles que apresentam uma redugéo da massa
molar quando em contato com o ambiente corpéreo. A degradacao pode ser
vista como um conjunto de processos, estimulados por agentes externos, que
levam a modificagbes da estrutura dos polimeros, as quais ocasionarao
alteragcoes também nas propriedades do material. As degradagdes podem ser
originadas tanto da atuagdo de entidades bioldégicas como de células,
microorganismos, enzimas, quanto do ataque de espécies idnicas, radicais livres
ou agua. Em meio biolégico, as formas mais comuns de degradacdo sdo a
hidrélise e a degradagdo por enzimas. A degradagao por enzimas pode ser
variavel de pessoa para pessoa, pois 0s niveis enzimaticos podem diferir
bastante.

O estudo da biodegradacao de polimeros tem dois caminhos opostos.
Por um lado, existem muitas aplicagbes nas quais a resisténcia dos materiais
aos ataques biologicos € necessaria. Nessas aplicagdes, o polimero & exposto
ao ataque de varios microrganismos e deve resistir a estes o maximo possivel.
Implantes dentais, ortopédicos e outros implantes cirurgicos sdo expostos ao
ataque bioldgico no corpo humano. Isolantes e pinturas também sao objetos de

atague de microrganismos. Para todas essas aplicagbes, espera-se que o
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polimero tenha uma vida Util e longa. Ele deve ser biorresistente. Por outro lado,
tem-se uma necessidade cada vez maior de plasticos biodegradaveis, ja que
para minimizar o impacto ambiental sdo requeridos polimeros que possam ser
degradados e desaparegam por completo em menor tempo possivel, pela agédo
de microrganismos (CANGEMI et al., 2005).

Ainda, segundo Pradella (2006), biopolimeros sdo materiais poliméricos
classificados estruturalmente como polissacarideos, poliésteres ou poliamidas.
A matéria-prima principal para sua manufatura ¢ uma fonte de carbono
renovavel, geralmente um carboidrato derivado de plantios comerciais de larga
escala como cana-de-agucar (Saccharum officinarum), milho (Zea mays), batata
(Solanum tuberosum), trigo (Triticum aestivum) e beterraba (Beta vulcaris) ou
um oleo vegetal extraido de soja (Glicine may), girassol (Helianthus annuus), e
palma (Jubaea chilensis). Dentre os biopolimeros destacam-se como os de
maior importancia os seguintes: polilactato (PLA), polimeros de amido (PA),
xantana (Xan) e poli (hidroxialcanoato) (PHA).

Destes, os biopolimeros que ja estédo em plena fase de comercializagao,
sdo os sintéticos biodegradaveis e bioabsorviveis, os poli (a-hidroxi acidos),
representantes de uma classe de poliésteres alifaticos sintéticos, os quais fazem
parte o poli (acido glicélico) (PGA), poli (acido lactico) (PLA), poli (acido lactico-
co-acido glicélico) (PLGA), poli (e-caprolactona) (PCL) e seus copolimeros
(BARBANTI et al., 2005, SANTOS e WADA, 2007). Além disso, por serem
biocompativeis e faciimente absorvidos pelo organismo humano, podem ser
empregados na area médico-farmacéutica, prestando-se a fabricagao de fios de
sutura, proteses 6sseas e capsulas que liberam gradualmente medicamentos na
corrente sanguinea (BOHMERT et al., 2002).

O polilactato ou poli (acido lactico) (PLA) &€ um poliéster produzido por
sintese quimica a partir de acido lactico obtido por fermentagao bacteriana de
glicose extraida do milho, além da aplicagdo supra citada, pode ser usado
potencialmente na confecgdo de embalagens, itens de descarte rapido e fibras
para vestimentas e forragdes. Ja os polimeros de amido (PA) por sua vez, sao
polissacarideos, modificados quimicamente ou ndo, produzidos a partir de
amido extraido de milho, batata, trigo ou mandioca (Manihot esculenta). Podem

ser utilizados na produgdo de embalagens e itens de descarte rapido, em
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blendas com polimeros sintéticos e na confeccéo de filmes flexiveis. A Xantana
(Xan) & um exopolissacarideo produzido por microrganismos a partir de
carboidratos extraidos de milho ou cana-de-agtcar, com ampla utilizagdo na
area de alimentos e uso potencial na de cosméticos e na exploragdo de
petroleo. Por fim, o polihidroxialcanoato (PHA) constitui uma ampla familia de
poliésteres, dentre eles o PHB (Poli (hidroxibutirato)), produzidos por bactérias
através da biossintese direta de carboidratos de cana-de-acucar, de milho, ou
de dleos vegetais extraidos principalmente de soja e palma. Dependendo da
composi¢cdo monomeérica, podem ser utilizados na producdo de embalagens,
itens de descarte rapido e filmes flexiveis (PRADELLA, 2008).

A Tabela 4 apresenta algumas caracteristicas dos principais polimeros

sintéticos bioabsorviveis.

Tabela 4: Poli (a -hidroxi acidos), polimeros sintéticos bioabsorviveis.

Modulo de Tempo de

Polimero Sigla Formula Tg (°C) Tm (°C) | Elasticidade | Degradagao
(GPa) (meses)
Poli(acido {' it
oli(aci
alicolico) PGA {U\u’ 3540 | 225-230 8.4 6-12
POllfLAcion | o gy 60-65 173-178 27 > 24
lactico) -
. " )
Poli(D,L-acido il k 12-16
lactico) PDLLA ‘)\‘u 55-60 Amorfo 1,9

acido glicdlico)

1)
Polo(z- PCL (-65)-(-60) 58-63 0.4 24-36
caprolactona) |

Fonte: Barbanti et al., 2005

Poli(D, L-acido "

lactico-co- PLGA | |L ,\LVL /J\J 45-50 Amorfo 2,0 1-2
) IRy () "
]

Pesquisas em torno do plastico biodegradavel vém ocorrendo em todo o
mundo, nas quais se tem testado material proveniente de plantas: como o uso
de 6leo de mamona, cana-de-agucar, beterraba, acido latico, milho e proteina de
soja. Algumas aplicagbes ja comecam a sair dos laboratérios e, dentre elas,

podemos citar duas experiéncias brasileiras bem sucedidas, como o poliuretano
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obtido a partir do 6leo de mamona e o PHB obtido a partir do bagago da cana.
Do ponto vista estritamente técnico, os plasticos biodegradaveis ainda nao
apresentam toda a versatilidade dos convencionais. As novas pesquisas visam
justamente aprimorar as caracteristicas dos novos plasticos. Do ponto de vista
econdmico, eles ainda s&o mais caros que os derivados de petréleo (de duas a
trés vezes), mas tém se mostrado bastante competitivos em algumas
aplicagbes, especialmente na area meédica, gracas a sua biocompatibilidade.
Esta possui em sua composi¢gdo quimica uma cadeia de acidos graxos cuja
estrutura molecular esta presente nas gorduras existentes no corpo humano; por
isso mesmo, quando esse material € utilizado em implantes, as células nao
“enxergam” o mesmo como um corpo estranho e ndo o repelem. O Grupo de
Quimica Analitica e Tecnologia de Polimeros do Instituto de Quimica de Sao
Carlos da USP, coordenado pelo professor Gilberto O. Chierice vem
desenvolvendo esta pesquisa, com grande diferencial comparativo existente no
mercado, em relacao aos biodegradaveis, por ser formulada a partir do 6leo de
mamona, que & uma matéria-prima renovavel e de origem natural. O 6leo de
mamona & um ftriglicerideo derivado do acido ricinoléico e € obtido da semente
da planta Ricinus communis, encontrada em regides tropicais e subtropicais,
sendo muito abundante no Brasil (CANGEMI et al., 2005).

Na ultima década, destacam-se outros estudos de aplicagdo da mamona
na medicina, como cimento 6sseo para recuperacao de falhas 6sseas e para
confecgdo de proteses. O material recebeu, em junho de 2003, a aprovagao da
Food and Drug Administration (FDA), a agéncia do governo norte-americano
responsavel pela liberagdo de novos alimentos e medicamentos. Esse
certificado abriu as portas para o maior mercado do mundo na area de saude e
garante visibilidade cientifica e comercial deste biomaterial em todo o planeta.
(CANGEMI et al., 2005).

A outra inovagdo bem sucedida na pesquisa brasileira € o PHB no
sentido de substituir os derivados de petréleo, com a finalidade de amenizar o
impacto ao meio ambiente que estes provocam. Como também, na aplicagéo da
area medica.

Uma das recentes descobertas deste produto & de autoria de

pesquisadoras da divisdo de Quimica do Agrupamento de Biotecnologia do IPT
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(Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas). Elas desenvolveram uma técnica que usa
bagago de cana para produzir plastico biodegradavel por meio da agéo de
bactérias que se alimentam deste bagago e formam, dentro de si, o PHB, que
pode ser usado na fabricacdo de utensilios domésticos, sacolas plasticas e na
aplicacéo de pesquisas para uso da area médica. A bactéria é a Burkholderi a
sacchari (Figura 10}, que transforma o bagago de cana em algo gue pode ir para
as prateleiras dos supermercados ou para implantes no corpo humano. Foi
descoberta pelo proprio IPT, que ja esta trabalhando desde 2000 na fabricacao
de PHB diretamente a partir do agucar, em uma usina em Serrana — SP. A
planta piloto produz de 50 a 60 toneladas por ano de PHB, que é exportado para
o Japao, EUA e Europa (CANGEMI et al., 2005). Neste sentido, o aglcar e o
alcool deixaram de ser os unicos produtos de importancia comercial extraidos
da cana-de-agUcar. Agora, se junta a estes a produgdo de plastico

biodegradavel a partir do agtcar.

Figura 10: A bactéria Burkholderi a sacchari e a proedugac do PHB.

Fonte: Cangemi et al., 2005.

Outra aplicacdo de sucesso dos plasticos biodegradaveis na area
médica é como veiculo para a liberagao controlada de drogas no organismo. E
como exemplo temos os biopolimeros bioabsorviveis, contendo alguns
horménios. O recipiente plastico é degradado (bioabsorvido) progressivamente
e, com isso, a substéancia & absorvida pelo paciente no ritmo determinado pelas

necessidades terapéuticas (CANGEMI, et. al., 2005). Outros exemplos na
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aplicagdo deste biopolimero sdo: nas suturas cirGrgicas, dispositivos para
fixagao Ossea (PLA e o PGA), enxertos vasculares e pele artificial.

Existem hoje trabalhos que mencionam varios materiais que podem ser
produzidos, pelo menos em parte, a partir de matérias-primas renovaveis e que
sdo biodegradaveis, ou parcialmente biodegradaveis, em ambientes
microbiologicamente ativos. Aqueles que ja estdo sendo produzidos em escala
comercial ou semi-comercial (piloto), estdo apresentados na Tabela 5 numa

tentativa de classificar as principais familias de bioplasticos atualmente

produzidas.
Tabela 5: Principais familias de bioplasticos.
Bioplastico Tipo/de Estrutura/ Método de produgido
polimero
1. Polimeros de amido Polissacarideo | Polimero natural modificado.
Acido lactico produzido por
2. Polilactatos (PLA) Poliester fermentagao seguido de
polimerizagao.
Produzido por fermentagéo direta de
2 ) . fontes de carbono por
3. Polihidroxialcanoatos (PHAS) Poliéster microorganismos ou em  vegetais
geneticamente modificados.
1-3  propanodiol  produzido  por
. — fermentagéo seguido de
:.rom ;g;zszgfz) T copolimerizagdo com AT (ou DMT)
1-4 butanodiol produzido por
Politrimetilenotereftalato (PTT) ol L . o e i
Polibutilenotereftalato (PBT) copolimerizagan eomaiT,
Polibutilenosuccianato (PBS) 1-4 butanoQioI copohmenzac!o it
acido succinico, ambos produzidos por
fermentagao.
Polimerizagéo de poliois obtidos por
5. Poliuretanas (PURs) Poliuretano fermentagdo ou purificagdo quimica
com isocianatos petroquimico.
Caprolactama produzida por
6. Nylon fAermenta(;éo.
Nylon 6 o cido adipico produzido por
N;lon 66 Foliemidas fermentagéo,
Nylon 69 Mondmero obtido por transformagéo
quimica do acido oléico.

Fonte: Pradella, 2006.
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2.2.3.1 Poli (hidroxialcanoatos) (PHA)

Poli  (hidroxialcanoatos) s&do poliésteres lineares, compostos por
mondémeros do tipo acido (R)-3-hidroxi graxos, sintetizados por varias bactérias
gram-positivas e negativas. Nestes polimeros o grupo carboxil de um monémero
forma uma ligagdo do tipo éster com o grupo hidroxil de outro monémero
(MADISON e HUISMAN, 1999).

Estas macromoléculas constituem uma forma de estocagem de carbono
e energia e sdo produzidas em condigdes limitantes de nutrientes (ANDERSON
e DAWES, 1990). Além deste papel, os PHAs podem proteger as células em
diferentes condigdes de estresse como, por exemplo, choque térmico, irradiagéo
por UV, exposicdo a agentes oxidantes e choque osmoético (KADOURI et al.,
2003). A massa molar destes polimeros varia entre 2x10° a 3x10° Daltons
dependendo do tipo de microrganismo e das condigdes de crescimento
(BYROM, 1994).

A estrutura final dos PHAs varia de acordo com o nimero de carbonos
(1-13) do grupo alquil (R) na posigao C3 do monémero (Figura 11). Estes
polimeros subdividem-se em duas classes de acordo com o comprimento do
grupo alquil de cada monémero: PHAs de cadeia lateral curta [C3-C5] (ssc-PHA
ou PHAscL = short chain lenght) ou PHAs de cadeia lateral média [C6-C14]
(msc-PHA ou PHAwmcL = medium chain lenght) (MADISON e HUISMAN, 1999).

Figura 11: Estrutura geral dos polihidroxialcanoatos

R O
| |
(— O— CH— (CHz)i— C— )100-30000
n=1 R= hidrogénio poli (-3-hidroxipropionato)
metil poli (-3-hidroxibutirato)
etil poli (-3-hidroxivalerato)
propril poli (-3-hidroxihexanoato)
pentil poli (-3-hidroxioctanoato)
nonil poli (-3-hidroxidodecanoato)
n=2 R= hidrogénio poli (-4-hidroxibutirato)
n=3 R= hidrogénio poli (-5-hidroxivalerato)

Fonte: Ojumu et al., 2004.
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Os Poli (hidroxialcanoatos) s&o poliésteres completamente
biodegradaveis em ambientes microbioclogicamente ativos, além de serem
biocompativeis. Podem ser biossintetizados por bactérias a partir de diversas
fontes de carbono renovaveis ou nic renovaveis ou por plantas geneticamente
modificadas. Os polimeros biodegradaveis mais conhecidos e promissores
atualmente sa3o o Polihidroxibutirato (PHB) e o Polihidroxibutirato-co-
hidroxivalerato (PHB-HV), da familia dos Polihidroxialcanoatos (PHA)
(PRADELLA, 2008).

Os polimeros biodegradaveis, sintetizados em culturas bacterianas, néo
foram descobertos € nem estudados recentemente. Em 1925, Maurice
Lemoigne observou a presencga de granulos refratarios no interior de células da
bacteria Baciflus Megaterium, que eram soluveis em cloroformio. Mais tarde
esse material foi identificado como PHB. O interesse pelo PHB sé aumentou
apos a década de 50, quando foram realizados estudos sobre as propriedades
fisicas e quimicas deste biopolimero, incluindo, ponto de fusdo, diferentes
métodos e fontes de extracdo e massa molar. Sua estrutura cristalina foi
observada, assim como a morfologia do granulo e suas propriedades foram
analisadas (ALMEIDA, 2005).

2.2.3.2 Poli (hidroxibutirato) (PHB)

O PHB, um PHA de cadeia curta, apresenta-se como um poliéster linear
saturado, totalmente biodegradavel, que se comporta como um termoplastico
convencional. Algumas de suas propriedades fisico-quimicas e mecéanicas estéo
listadas na Tabela 6 em comparagdo com as propriedades do copolimero PHB-
HV, do Polipropileno (PP) e do Policloreto de vinila (PVC).

O PHB é insoltivel em agua e sollvel em alguns solventes polares como
o cloroformio. O PHB é um material semicristalino (80% de cristalinidade), o que
dificulta seu processamento e o torna extremamente quebradigo, limitando seu
uso como plastico comercial. No processo de cristalizagdo, o PHB forma

estruturas esferuliticas compostas por uma fase amorfa e outra cristalina.
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Tabela 6: Algumas propriedades fisico-quimicas do PHB, PHB-HV, PP e PVC.

Propriedades PHB PHB-HV PP PVC
Tm (°C) 175 167-102 176 -
Cristalinidade (%) 80 69-39 70 -
Tg () 4 2a(-8) (-10) 84
Densidade (g/cm®) 1,25 1,2 0,905 1,4
Tens&o de ruptura (MPa) 40 36-22 38 51
Alongamento na ruptura (%) 4 - > 250 18,2

Fonte: Almeida, 2005.

A degradagdo do polimero ocorre primeiramente na fase amorfa e,
subsequentemente, na fase cristalina. A taxa de degradagao € influenciada pelo
grau de cristalinidade do material assim como sua morfologia. O tamanho dos
esferulitos influencia diretamente as propriedades mecéanicas do polimero,
quanto maiores essas estruturas, mais quebradico o material, assim como
influenciam também a taxa de degradacgéo do polimero. O nimero de esferulitos
e o seu tamanho dependem da temperatura de cristalizagcdo; grandes estruturas
sao formadas em temperaturas préximas de sua temperatura de transicado vitrea
(Tg), enquanto uma grande quantidade de pequenos esferulitos € formada em
temperaturas mais baixas (ALMEIDA, 2005).

As principais razdes que tornam o PHB quebradigo conforme ALMEIDA
(2005) sao:

e A cristalizagdo secundaria, que ocorre durante o armazenamento a
temperatura ambiente, formando novas lamelas na fase amorfa;

o Baixa densidade de nucleagdo, formando grandes esferulitos que
provocam rachaduras inter-esferuliticas, deteriorando as propriedades
mecanicas;

e Possuir temperatura de transicao vitrea proxima a temperatura ambiente.

Uma forma de melhorar as propriedades mecanicas do PHB é através
da adigao de plastificantes, lubrificantes e agentes de nucleagdo, ou misturando
o PHB com outros polimeros. Adicionando agentes de nucleagédo ao PHB, o
nimero de pequenos esferulitos cresce, diminuindo a cristalizag@o secundaria, o
que torna o PHB menos quebradico. Com a adigdo de certos plastificantes,

aumenta-se o movimento molecular e, consequentemente, diminui-se a

73



temperatura de transigdo vitrea. Além de o PHB ser muito quebradico, ele tem
um custo muito alto de produgdo quando comparado aos polimeros
convencionais. Misturar os polimeros biodegradaveis, como o PHB, com
polimeros convencionais ja conhecidos, apresenta-se como uma alternativa
para a obteng&o de materiais com propriedades mecanicas satisfatorias para o
comércio, a um custo ndo muito alto. Deste modo, é possivel formar misturas
polimericas capazes de substituir polimeros ndo degradaveis, diminuindo o
impacto ambiental causado por esses materiais, porém preservando as
propriedades necessarias para certa utilizagdo industrial (ALMEIDA, 2005).

Do ponto de vista industrial, atualmente as bactérias s&o o sistema de
escolha e as fontes de carbono renovaveis preferidas. A biossintese de PHA por
bactérias ocorre em biorreatores quando ha excesso de fonte de carbono e a
limitag&o de pelo menos um nutriente necessario @ multiplicagao das células (N,
P, Mg, Fe, etc.) e gquando o polimero ¢ acumulado dentro das células
bacterianas em forma de granulos, chegando a atingir cerca de 90% de sua
massa em base seca. O material € em seguida extraido a quente por solventes,
filtrado para remogao dos restos celulares, precipitado, dessolventizado e seco.
Posteriormente, € convenientemente formulado para varios tipos de aplicagoes.
Uma rota alternativa € a extragao do polimero através do uso de enzimas. Neste
caso, a biomassa produzida & tratada com enzimas hidroliticas para remocéo da
porgao ndo PHA da celula. Liberando desta maneira os granulos do polimero.
Este material & entdo precipitado e seco (PRADELLA, 2006).

Suas propriedades fisicas permitem que sejam utilizados como
substitutos dos plasticos convencionais de origem petroguimica na sua grande
maioria de aplicagbes, como pecgas feitas por termoformagem e injecao em
moldes, filmes extrudados, fios, entre outros. Além disso, por ser biocompativel,
encontra na area medica aplicagdes como fios de sutura, moldes para
engenharia de tecidos, proteses osseas (COUTINHO et al., 2004) e matriz para
liberagdo controlada de farmacos. As propriedades fisicas de PHA, bem como
suas aplicagdes, dependem em grande parte de sua composigdc monomeérica e
do tamanho da cadeia. Por outro lado, a composi¢ac de PHA e sua massa
molar, dependem da natureza quimica da matéria-prima oferecida como fonte

de carbono, das condicdes ambientas de operacdo do bicrreator e do tipo da
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bacteria empregada. Desta maneira, as caracteristicas do polimero podem ser
racionalmente moduladas no biorreator de produgéo (PRADELLA, 2006).

Os poli (hidroxialcanoatos) possuem propriedades fisicas que se
assemelham aos polimeros convencionais (Tabela 7), podendo, portanto,

substitui-los potencialmente em diversas aplicagées.

Tabela 7: Propriedades fisicas de alguns biopolimeros

Propriedades =R Tipo;iéfolimero biodeg(r}a:iévei .
Densidade
fofor) 1,21-1,25 1,50-1,71 1,41-4,15 1,18-1,23
Tensao de
rupture (1) 21-60 60-99,7 20,7-42 40
Maédulo de
Young (GPa) 0,35-3,5 6-7 0,21-0,44 3,5-4
Deformagao (%) 2,5-6 1,5-20 300-1000 5-8
Tg (°C) 45-60 35-45 -65-(-60) 5-15
Tm (°C) 150-162 220-233 58-65 168-182

Fonte: Oréfice et al., 2012.

No ano 2000 com a criagdo da empresa PHB Industrial S/A, o projeto-
piloto que teve inicio em 1992, atraves da parceria da COPERSUCAR (Centro
de Tecnologia COPERSUCAR - CTC) / Usina da Pedra / Instituto de Pesquisa
Tecnolégica do Estado de Sao Paulo - IPT / Universidade de Sao Paulo — USP,
e depois em 1995 com um plano de produgdo na Usina da Pedra, em Serrana,
no Estado de Séo Paulo, foi remodelado e adequado, operando em uma
capacidade de 60 ton./ano. Quando inicialmente era para apenas 2,0 toneladas.
O plastico biodegradavel em questdo € composto basicamente por carbono,
oxigénio e hidrogénio e denomina-se polihidroxibutirato (PHB) e dele pode
derivar um copolimero polihidroxibutirato-valerato (PHB-HV), sendo os dois
pertencentes a familia dos polihidroxialcanoatos (PHA). Os dois sdo descritos
como poliésteres de origem natural similar, em termos de aplicagdo e
propriedades fisico-quimicas apresentam caracteristicas semelhantes ao
polietileno (PE) e ao polipropileno (PP) (FILHO, 2003).
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As propriedades mais realcadas neste plastico sdo a sua produgéo
como matéria-prima renovavel, tal qual a cana-de-aglcar, e a sua completa
biodegradabilidade (nao poluidora) aléem de sua capacidade de ser produzido
por processos que usam tecnologia limpa. Este plastico € um produto
biocompativel e ecologicamente correto. Sua produgcao é feita por meio da
fermentagao (microorganismos da espécie alcaligenos s.p.) do agucar da cana-
de-agucar que inicialmente € invertido por um processo enzimatico
transformando-se em um xarope. No processo também se utiliza um alcool
superior como solvente, que &€ empregado como extrator do biopolimero, de
acordo com o fluxograma (Figura 12). No seu processo de produgdo, o bagago
da cana-de-agucar € usado como fonte para a producao de energia elétrica e de
vapor. Os efluentes sao basicamente agua e matéria organica da bactéria que,
por sua vez, € langada na lavoura de cana-de-agucar como fertilizante organico
(FILHO, 2003).

Figura 12: Produgéo do PHB.
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Muitos biopolimeros tém sido alvo de pesquisas relacionadas a sua
utilizacéo na area ortopédica com o objetivo de utilizar estes materiais como um
auxiliador na reparagao/restauracéo ossea. Isto se deve a varios fatores, dentre
eles o modulo de elasticidade destes € mais préximo ao modulo de elasticidade
do osso quando comparado ao de um material metalico, como é o caso dos
implantes de aco inox 315 L e titanio utilizados atualmente. Grandes diferencas
no modulo de elasticidade do implante e do osso, como a degradabilidade
daquele, podem acarretar o comprometimento deste, ocasionando a
necessidade de uma nova cirurgia no seguimento danificado. Como também,
por ser biodegradavel.

A Figura 13 ilustra o tipo de implante que é utilizado atualmente e a
situacdo proposta deste estudo. Na situagdo (a), € mostrado o segmento do
osso reforcado pela placa metalica onde houve uma fratura 6ssea e a
imobilidade do tecido 6sseo adjacente, de propriedade mecanica diferente.
Levando a um concentrador de tensdo nas suas extremidades. A situagao
proposta (b) apresenta uma placa do PHB, que esta em contato com o osso,
apos fratura, mostrando a distribuicao de tensdo ao longo deste segmento

6sseo, minimizando as concentragdes de forgcas nas extremidades.

Figura 13: Tipo de implante utilizado atualmente (a) e situacéo proposta (b). Fonte do autor

(a) Placa metilica
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A aplicacao de biomateriais poliméricos, como exemplo, o polietileno de
ultra-alto peso molecular (PEUAPM), tem sido investigada ndo s6 no campo das
pesquisas, mas ja como objeto de analise de resultados relacionados a sua
utilizagdo na area ortopédica ha cinco décadas. Enquanto que a utilizacao dos
biopolimeros naturais e biodegradaveis ainda estda em fase de pesquisa e
iniciando sua aplicagdo. Desta forma, a melhor maneira de viabilizar sua
implantagdo, & fomentar as pesquisas no sentido de dar continuidade aos
estudos in vitro e in vivo, com o objetivo de prever as reagdes que os mesmos
podem manifestar em humanos, como também, a adequacao das propriedades

mecanicas as quais este biopolimero se propde a atuar.

2.5 Polimeros utilizados na reparagao 6ssea

A seguir, estdao relacionados alguns trabalhos que utilizaram
biopolimeros em regeneracao de tecidos 0sseos.

Chierice et al. (2002) investigaram a utilizagdo da poliuretana da
mamona nas formas compacta e porosa no preenchimento de falha 6ssea de
caes. Para a realizagéo deste trabalho foram utilizados 18 caes, onde foram
produzidas falhas 6sseas com dimensdes de 1,0cm de diametro por 0,8cm de
profundidade nas metafises distais dos fémures e proximais das tibias
bilateralmente, que foram preenchidas com a poliuretana da mamona. Todos 0s
animais foram sacrificados apoOs trés, seis e doze meses apdés a cirurgia.
Macroscopicamente, ao longo do tempo, observou-se aderéncia maior dos
corpos-de-prova no interior dos defeitos dsseos, especialmente nos porosos. As
avaliagdes radiograficas evidenciaram aspectos semelhantes aos obtidos pela
tomografia computadorizada, com formacdo de uma linha de menor radio-
densidade entre o implante e o tecido 0sseo. Os dados obtidos com a
microscopia otica demonstraram a formagao de um tecido conjuntivo fibroso na
interface osso-poliuretana, que ndo diminuiu de espessura ao longo do tempo e
gue penetrou superficialmente nos corpos-de-prova de maior porosidade,
especialmente com maior tempo de evolugdo. Nao foi verificada,

histologicamente, a presenca de reagdo tipo corpo estranho ou de ceélulas
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fagocitarias e, na microscopia eletronica de varredura, ndo foram observados
sinais de irregularidades na superficie da poliuretana em contato com o tecido
0sseo, indicativos de reabsorgao do material. Assim, concluiu-se que o implante
de poliuretana foi biocompativel, mas comportou-se como um espacgador
biologico, preenchendo uma cavidade e permanecendo biotolerante ao longo do
tempo, sem osteointegragao.

Pyles (2003) avaliou em seu estudo a eficacia dos implantes
bioabsorviveis de poli (acido latico) (PLLA) na fixagdo interna de fraturas
induzidas no osso sesamoide proximal lateral esquerdo de equinos. Foram
realizadas cirurgias de osteossintese do sesamoide proximal lateral de quatro
animais do grupo Gl, os quais receberam implantes bioabsorviveis, e de quatro
animais do grupo GIl, os quais receberam implantes metalicos. Os animais
selecionados foram submetidos a exames clinicos e radiograficos, antes de
serem anestesiados e submetidos a cirurgia. Durante o ato cirirgico dos animais
de ambos os grupos, foi realizada a osteotomia do sesamdide proximal lateral
do membro anterior esquerdo, exame radiografico, fixacdo dos fragmentos com
parafuso bioabsorvivel (animais do grupo Gl) e metalico (animais do grupo Gll),
e apos a cirurgia, novo exame radiografico, ferrageamento e imobilizagdo com
gesso sintético. Apds a recuperagao anestésica, cada animal foi deslocado para
uma baia individual, na qual permaneceu confinado por 30 dias. Quando foi
realizada a remogao do gesso, foram feitos novo ferrageamento e novo exame
radiografico. Os quatro animais de cada grupo foram submetidos a
acompanhamento radiografico, realizado em 30, 60, 90 e 120 dias. No exame
radiografico realizado apos 30 dias dos implantes, foi observado em todos os
animais do grupo Gll o preenchimento do foco de fratura de aspecto radiopaco,
porém com densidade reduzida. Nos animais do grupo Gl, tal preenchimento
apresentou-se de qualidade superior quando comparado com o grupo Gll. Ap6s
a remogéo do gesso, cada animal permaneceu confinado em baia por mais
trinta dias (60 de observagao), com uso de bandagem no local e entdo foram
soltos em piquetes, onde permaneceram até o final do experimento. Apdés 120
dias, os animais do grupo Gll apresentaram ao exame radiografico, a reparagao
do foco de fratura em sua quase totalidade e, ao exame clinico, uma diminui¢ao

na flexao metacarpofalangeana e uma claudicagéo de grau I. Os quatro animais
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do Gl apresentaram ao exame radiografico a reparacdo do foco de fratura em
sua quase totalidade, pontos de esclerose ao redor do implante bioabsorvivel e
nao apresentaram claudicagdo. Logo, pode-se concluir que, sob a analise
radiografica, os implantes bioabsorviveis de PLLA possibilitaram remodelamento
osseo de melhor qualidade quando comparados com os implantes metalicos.

Leonel et al. (2004) realizaram um estudo para avaliar a agéo da
poliuretana da mamona (registrado no Brasil como composto 6sseo de ricinus —
COR) durante a neoformagdo 6ssea, devido a importancia da cicatrizagao dos
defeitos que venham a acometer os tecidos 6sseos. Para a realizacdo deste
estudo foi utilizado um grupo de 45 ratos. Realizou-se a formagéo de um defeito
6sseo na regido do arco zigomatico de todos os animais, sendo que todos estes
defeitos foram preenchidos com o polimero de mamona. Decorridos periodos de
15, 30, 60, 90 e 120 dias, os animais foram sacrificados e seguiram-se as
tramitacdes laboratoriais de rotina para analise histologica. Os resultados
mostraram que o polimero de mamona auxiliou no processo cicatricial. Por meio
da analise dos resultados verificou-se que o polimero de mamona mostrou-se
como um material auxiliar ao processo regenerativo dos defeitos 6sseos criados
experimentalmente no arco zigomatico de ratos, levando a formacéao de tecido
6sseo maduro. A neoformacao éssea ocorrida deveu-se principalmente ao
fenébmeno bioldgico da osteocondugéo, uma vez que o polimero de mamona
permitiu o crescimento tecidual em meio a seus poros e sobre sua superficie
externa desde os periodos iniciais de observag¢ao, atuando assim como um
agente osteocondutor.

Bolson et al. (2005) realizaram um estudo de analise clinica, radiologica,
macroscopica e histolégica do umero de codornas domésticas (Coturnix
japonica), submetido ao implante da poliuretana derivada do polimero de
mamona (Ricinnus communis). Para isso, foram utilizadas 20 codornas, machos
e fémeas, separadas aleatoriamente em quatro grupos de cinco animais, 0s
quais receberam o implante no umero esquerdo, com exame clinico diario
durante o periodo pos-operatorio, avaliacao radiolégica imediata e quinzenal e
macroscopica e histoldégica aos 15, 30, 60 e 90 dias. Clinicamente nao foram
observadas alteragdes locais, regionais nem sistémicas. Ao exame radioldgico,

notou-se aumento de densidade local, sem sinais de alteragdo dssea, dos
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tecidos circunjacentes, e de sacos aéreos. A analise macroscépica revelou que
a poliuretana de mamona nao foi absorvida em nenhum dos quatro grupos,
permanecendo implantada no seio do osso pneumatico, porém, notou-se
alteragao em sua resisténcia. O exame histopatolégico mostrou inicialmente
uma minima reagdo inflamatéria, discreta fibrose ao redor do implante e
osteointegragdo pela presenga de trabéculas e medula éssea no interior do
implante. Concluiu-se que a poliuretana derivada do polimero de mamona é
biocompativel em aves, podendo ser utilizada na cirurgia ortopédica, ocorrendo
osteointegragéo.

Barros et al. (2006) estudaram blendas biodegradaveis e bioabsorviveis
de policaprolactona (PCL) e Nafion® (copolimero baseado no tetrafluoroetileno
sulfonado) para serem utilizadas como materiais de implantes em tibias de
ratos. A policaprolactona possui alta cristalinidade, o que garante um processo
de degradagéo relativamente lento quando implantada em sistemas biolégicos.
A utilizacdo do Nafion® teve por finalidade a avaliagdo da influéncia de um
polimero condutor iénico sobre a taxa de deposi¢cao de células que constituem o
tecido 6sseo e, portanto, sua restauragao. Neste trabalho, testou-se a utilizagéo
de blendas de PCL e Nafion® obtidas pelo processo sol-gel na presenca do 3-
aminopropiltrietoxissilano (3-APTEOS). As blendas foram utilizadas como
material de reposicao 6ssea em fraturas com perda de massa 6ssea em tibias
de rato. Esse sistema polimérico tem sido investigado também quanto as suas
propriedades fisico-quimicas, onde as blendas foram caracterizadas por testes
de solubilidade, analise termogravimétrica e calorimetria diferencial de
varredura. Para este estudo foram realizados testes in vivo com as blendas
contendo 90% e 70% em massa de policaprolactona como materiais de
implantes em fraturas Osseas em ratos. Os resultados mostraram que a
utilizagao da blenda PCL/ Nafion® como implante em fraturas com perda éssea
foi realizada com sucesso em ratos, ndo se observando reac¢des inflamatorias
cronicas no periodo de testes. Verificou-se também que a composigao das
blendas mostrou-se essencial no desenvolvimento de tecido 6sseo com os
implantes de composicao 70/30 policaprolactona/Nafion®. Foi observada ao final
de 32 semanas, a presenca de osso neoformado dentro do polimero, atuando,

assim, como estrutura de suporte temporario. Entretanto, nos implantes
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realizados com a blenda contendo 90% de policaprolactona ndo se observou a
presenca de osso neoformado no interior do polimero. Logo, a blenda de
composigédo 90/10 policaprolactona/Nafion® nao favoreceu a migragao e o
crescimento celular e, nas condi¢cbes testadas, a blenda na composicéo
PCL/Nafion® 70/30 mostrou-se a mais adequada, atuando como suporte
temporario e facilitando a neoformacgéao 6ssea.

Pinto et al. (2006) realizaram um estudo com o intuito de analisar
histologicamente a blenda PLLA/PCL poli (acido latico/poli (e- caprolactona) na
composi¢cao 70/30 com 3% de plastificante para aplicagdo como protese de
menisco. Para isto, foi realizado um estudo in vivo em coelhos, os quais foram
submetidos a remogao total do menisco medial do joelho, sendo que em um dos
joelhos foi implantada a protese da blenda e o outro, sem implante, serviu como
controle. Apds 8, 16 e 24 semanas, foram recolhidos deles a protese juntamente
com o tecido ao seu redor, o céndilo femural da prétese e o codndilo femural
controle. Os materiais foram submetidos a analise histoldgica por microscopia
optica. Os resultados mostraram que, apos 24 semanas, ocorreu a formagao de
um tecido do tipo fibrocartilagem, indicando que a blenda estudada apresenta
grande potencial para ser utilizada para aplicagdo em questéo, ja que o material
favorece a formagao de um tecido muito semelhante ao do menisco.

Fernandes et al. (2007) avaliaram, histologicamente a
biocompatibilidade e osteointegracdo do polimero PDOM, uma poliuretana
derivada do 6leo de mamona (Ricinus communis) usado como substituto no
preenchimento de falha 6ssea, provocada na diafise proximal da tibia de caes.
Para isto, foi realizado um estudo experimental utilizando-se 20 caes,
clinicamente sadios, que foram separados em dois grupos de dez, cada. O
grupo 1 recebeu tratamento com a poliuretana de mamona (PDOM) e o grupo 2,
sem tratamento, foi utilizado como controle. Retirou-se um fragmento 6sseo na
tibia com cerca de 10 x 5 mm de tamanho e a falha ¢ssea provocada foi
preenchida no grupo 1 com a poliuretana derivada do 6leo de mamona. Para
analises histologicas, dois animais de cada grupo foram eutanasiados aos 8, 30,
60, 120 e 180 dias apds a cirurgia. No exame histolégico nao foi observada
integragdo do PDOM no grupo tratado. O reparo do defeito dos animais do

grupo controle ocorreu aos 30 dias. Nao foi observada reagéo tipo corpo
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estranho nem completo reparo dos defeitos tratados com o polimero. Assim
conclui-se que nas condigdes do presente estudo e com base nos resultados
obtidos, histologicamente, ndo ha rejeicdo ao polimero nos animais tratados,
caracterizando biocompatibilidade, e ndo ocorre reparagdo Ossea nas lesbes
preenchidas com o polimero.

Liu e Wang (2007) estudaram a bioatividade e a biodegradabilidade de
compositos de HA e PHB para aplicagdo em reparo de tecido o6sseo. O
processamento dos compositos foi realizado por meio de injecdo e a carga de
HA adicionada ao PHB foi de 40% em volume. A caracterizagdo das amostras
de composito obtidas foi feita por meio de analises de DSC e MEV. Por meio
dos resultados obtidos, verificou-se que o compoésito obtido apresentou
distribuicdo homogénea das particulas de HA, sendo um indicativo de que este
composito apresentara boas propriedades mecanicas e biologicas para a
reparacgéao do tecido 6sseo.

Reis et al. (2009) avaliaram-se a biocompatibilidade, a osseointegragao,
a osseoconducédo e a biodegradagdo de compositos de 50% hidroxiapatita
(HAP-91%) e 50% poli (hidroxibutirato). O composito foi implantado em defeitos
osseos em 12 coelhos (grupo experimental), sendo comparado a defeitos nao
preenchidos (grupo-controle, de igual numero). Os parametros clinicos dor,
claudicagao, infeccao, deiscéncia e edema foram avaliados nos primeiros oito
dias apods a cirurgia e aos 45 e 90 dias. Radiografias foram realizadas aos oito,
45 e 90 dias apos a cirurgia em quatro animais por grupo que, em seguida,
foram submetidos a eutanasia para coleta de amostras destinadas a analises
histologicas e histomorfométricas. Nao ocorreram diferengas entre os grupos
para todos os parametros clinicos. Radiografias demonstraram um compésito
com radiopacidade semelhante a do osso vizinho e contato direto entre osso e
composito aos 45 e 90 dias. Uma diferenca significativa foi observada entre a
porcentagem dos tecidos 6sseo e conjuntivo dentro do defeito nos dias oito, 45
e 90, assim como na interface aos 45 e 90 dias. Foram observadas projegbes
dos tecidos Osseo e conjuntivo no interior do compésito e sinais de
biodegradagédo na auséncia de infiltrado inflamatério. Com base nos resultados

obtidos nas condigbes deste experimento, pode-se concluir que o composito de
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50% HAP-91% e 50% polihidroxibutirato & biocompativel, osseocondutor, integra-
se ao tecido 6sseo e é degradado in vivo.

Mendonga et al. (2009) realizaram um estudo sobre adsorcdo de
fibronectina a arcabougos de polihidroxibutirato para aplicagdo na engenharia
Gssea. Para a realizagdo deste trabalho, a fibronectina sérica humana foi
adicionada a superficie de arcabougos de polihidroxibutirato (PHB) a fim de
otimizar a adeséo de osteoblastos humanos (HOB). Visando criar sitios para a
imobilizagcao de fibronectina (FN), os arcabougos foram previamente tratados
por meio de reagao com etilenodiamina. Os autores constataram que o
tratamento modificou a morfologia e a composi¢cao quimica dos arcabougos de
PHB, possibilitando um aumento no teor de FN adsorvido a superficie. Imagens
de microscopia de forga atémica (AFM) mostraram que as moléculas de FN
assumiram conformacgdes distintas, de acordo com a superficie na qual foi
imobilizada. Com isso, houve um aumento na adesdo de HOB a estes materiais.
Por outro lado, a FN na superficie dos arcabougos previamente tratados
possivelmente apresentou-se na forma compacta, suprimindo a ades&o de HOB.

Alves et al. (2010) avaliaram o compésito de poli-hidroxibutirado (PHB)
70% e hidroxiapatita (HA) 30% na forma de placas para fixagao 6ssea em gatos.
Foram usadas placas do compésito com 60 mm de comprimento por 10 mm de
largura e espessura variando de 3 mm no centro a 5 mm nas extremidades, com
seis orificios. A placa do compésito foi empregada na fixagdo de osteotomia de
fémur em quatro gatos, totalizando seis intervengées. Verificou-se a ruptura de
cinco placas (83,3%) até o quarto dia e de uma placa (16,7%) aos 21 dias,
quando se observou um calo 6sseo exuberante. O resultado da implantagao da
placa do composito PHB (70%) e HA (30%) evidenciou que o mesmo, pelo
menos na proporcédo de PHB/HA utilizada, ndo possui resisténcia suficiente para
ser utilizado como placa de fixagdo 6ssea em fémur de gatos devido a falha por
ruptura do implante, o que ressalta que a ductilidade do material € importante e
deve ser considerada na proposigao de compositos para utilizagdo em fixagao
de fraturas.

Wang et al. (2005) ressaltam que os PHAs tém sido estudados para
aplicagbes médicas, principalmente por apresentarem boas propriedades
mecanicas e toler&ncia a biodegradabilidade in vivo. Um novo membro da
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familia dos PHAs € um copolimero de 3-hidroxibutirato, 3-hidroxivalerato e 3-
hidroxihexanoato (PHBVHHx). Baseando-se nisto, os referidos autores
realizaram um estudo comparativo com os biopolimeros PLA e PHBVHHx na
forma de arcabougo e filmes, para avaliar o seu comportamento quanto a
proliferacédo de celulas-tronco mesenquimais (hBMSC). Apdés a analise dos
resultados, verificou-se que os arcabougos promoveram maior diferenciagéo de
celulas hBMSC do que os filmes dos biopolimeros estudados, provavelmente
pela presenca de poros da ordem de 30-60 um nos primeiros. Assim, conclui-se
que tais polimeros podem ser utilizados para diferenciagado de células humanas
com o objetivo de reproduzir tecidos, principalmente em se tratando de tecido
0sseo.

Alves et al. (2011) realizaram um estudo avaliativo da resposta biologica
de um compoésito 70% polihidroxibutirato e 30% hidroxiapatita, sob a forma de
um implante 6sseo em fémures de gatos. As amostras do composito foram
implantadas por via subcutanea na regido dorso-lombar do fémur direito dos
animais. O estudo utilizou 12 gatos adultos castrados de raga mista, pesando
em média 3,5 kg. Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos: GlI,
Gll e Glll, de acordo com a duracao do periodo de avaliagado, 15, 30 e 45 dias
(Gl); 30, 60 e 90 dias (Gll) e grupo controle (Glll). As reagbes biologicas dos
compositos foram caracterizadas por inflamagdo granulomatosa com
predominancia de macrofagos e células gigantes. Os resultados mostraram que
os compositos desencadearam uma minima reacgao inflamatoria local, e com
isso sendo um material de aceitagao clinica.

Zhijiang et al. (2012) prepararam arcabougos com o biocompoésito poli
(3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato) /celulose bacteriana. As caracteristicas
estruturais e morfolodgicas dos arcabougos-compdsitos foram investigadas
através de MEV, FTIR, DRX, medi¢ao do angulo de contato e ensaios de tragao.
Testes de biodegradagao foram realizados para arcabougos de P(3HB-co-4HB)
puro e para arcabougo do composito P(3HB-co-4HB) /BC em solugdo tampao
(SBF) e solugdo de enzima. A biocompatibilidade do composito foi
preliminarmente avaliada por estudos de adesao celular, utilizando celulas

pulmonares de fibroblastos de hamster chinés (CHL). Os autores observaram
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que as células incubadas no arcabougo-compdsito durante 48h foram capazes
de viabilizar a proliferagcdo e a adesdo celular, e que mostrou uma melhor
biocompatibilidade do que o arcabougo P(3HB-co-4HB) puro. Desta forma, os
autores concluiram que o arcabougo preparado com o P(3HB-co-4HB) / BC foi
bioativo e é adequado para utilizagdo em aplicagbes que requerem a
adesaoffixacao celular, sugerindo que estes suportes podem ser utilizados para
engenharia de tecidos, mais precisamente na reparacao ossea.

Sadat-Shojai et al. (2013) estudaram a sintese de nanocompésitos
baseados em polihidroxibutirato (PHB) e hidroxiapatita (HA) para aplicacdo na
reparagcdo e regeneragdo oOssea. Partindo-se do pressuposto de que a
propriedade mais importante de um biomaterial &€ a sua capacidade de interagir
com as celulas, os referidos autores realizaram uma investigacdo da
biocompatibilidade deste nanocompésito, em que se tentou explorar o efeito das
nanoparticulas de HA na resposta celular do nanocompésito PHB/HA. Por meio
dos resultados obtidos nos estudos in vitro verificou-se um aumento significativo
na proliferacdo e diferenciacdo de células MC3T3-E1 nos nanocompdsitos em
comparagdo com o PHB puro. As andlises de microscopia de for¢ca atdmica
indicaram que a topografia e a composicao quimica da superficie do
nanocomposito séo fatores determinantes na proliferacao celular. Comparando-
se a diferenciagéo celular ocorrida no PHB puro e no nanompésito com 15% em
peso de HA, este ultimo exibiu uma diferenciagdo mais acentuada,
provavelmente resultante da alta rugosidade da superficie e grande quantidade
de HA exposta. Segundo os referidos autores, estes resultados sugerem que as
particulas de HA tém um papel muito importante no desempenho biolégico do
PHB.

Esposito et al. (2010), estudaram a citocompatibilidade de blendas de
poli (p-dioxanona) / poli (hidroxibutirato) (PPD/PHB) para aplicagbes em
engenharia de tecido cartilaginoso, buscando estratégias que repercutam na
melhoria da interagdo entre materiais poliméricos biorreabsorviveis e o
crescimento celular. O presente estudo in vifro teve como objetivo estudar a
influéncia de blendas de PPD/PHB na adesado celular e crescimento de
fibrocondracitos, obtidos a partir de cultura primaria. As blendas de PPD/PHB

foram preparadas pelo método de evaporagdo de solvente nas composigoes
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100/0, 60/40 e 50/50 e caracterizadas por microscopia eletronica de varredura
(MEV). Observagdes ultraestruturais mostraram alteragbes na morfologia
celular, sugerindo que os fibrocondrocitos podem responder a alteragdes no
substrato, modificando seu perfil fenotipico. As analises com MTT
demonstraram que as blendas ndo apresentaram citotoxicidade e permitiram a
adesao e proliferagdo dos fibrocondrocitos sobre os substratos em todas as
suas composi¢gdes. O ensaio colorimétrico com Sirius Red evidenciou a
capacidade de manutengao da sintese de matriz extracelular colagena sobre as
amostras, concluindo-se que as blendas de PPD/PHB podem ser indicadas para

o cultivo celular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais e Reagentes

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados os seguintes

materiais e reagentes:

Placas poliméricas de PHB (poli (B-hidroxibutirato)), moldadas por injecao
e de dimensoes variadas, como ilustrada na Figura 14. Estas placas foram
doadas pela empresa PHB Industrial S.A. (Biocycle®), localizada na cidade
de Serrana/SP.

Todos os reagentes foram fornecidos pelo Laboratério de Avaliagdo e
Desenvolvimento de Biomateriais — CERTBIO da UFCG (Universidade
Federal de Campina Grande/PB — UAEMa (Unidade Académica de
Engenharia e Materiais).

Peroxido de hidrogénio VETEC 35%.

Reagentes listados na Tabela 9 utilizados na solugao SBF (Synthetic Body
Fluid).

Lisozima e solugao tampéao PBS adquiridos do fornecedor Sigma Aldrich®.

MTT (3—(4,5—di-metiItiazol—2—i|)—2,5-difeniltetrazoli0 bromide).

Figura 14: Placas poliméricas de PHB utilizadas nesta tese.
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3.2 Métodos

Para um melhor entendimento da sequéncia experimental das placas do
PHB utilizadas nesta tese, a metodologia foi dividida em trés avaliacdes, a
saber:
e Avaliagdo da bioatividade.
e Avaliagdo da biodegradabilidade.

¢ Avaliagédo da biocompatibilidade.
3.2.1 Avaliagdo da Bioatividade

Varios procedimentos in vitro foram propostos para se testar a
bioatividade de biomateriais devido as dificuldades experimentais e éticas
inerentes aos procedimentos in vivo. Estudos pioneiros deste tipo foram
realizados por Hench et al., (1974) in vitro, os quais mostraram o crescimento da
camada de fosfato de calcio em vidros que liberavam ions de calcio e fésforo
para o meio, ao imergir em uma solugéo de agua destilada tamponada com tris-
hidroximetil-amino-metano e HCI (tampé&o tris) a um pH de 7,25 e temperatura
de 37°C. Entretanto, quando outros tipos de vidros, que n&do continham calcio e
fosforo em sua composig¢ao original, mas que apresentavam bioatividade in vivo
eram imersos no tampéo tris, ndo ocorria o crescimento da camada deste
fosfato (SALINAS et al., 2000).

Em 1990, Kokubo et al. propuseram uma nova solugdo aquosa para
testes de bioatividade contendo concentragdes de ions semelhantes aquelas
presentes no plasma humano e tamponamento com tris-hidroximetil-amino-
metano (NH.C(CH,0H)3). Tal solugéo foi capaz de induzir mudangas estruturais
na superficie de materiais bioativos semelhantes as apresentadas in vivo, ou
seja, formava-se uma camada de HA. Esta solugéo, chamada “Simulated Body
Fluid” (SBF), é acelular, livre de proteinas e apresenta um pH de 7,40. Sua
composicao & comparada a composigao idnica do plasma sanguineo, mostrado
na (Tabela 8). O procedimento atualmente mais usado para teste de

bioatividade in vitro consiste em imergir o material a ser testado nesta solugao
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SBF por periodos de tempo entre 3 a 15 dias e verificar se houve formagao de
HA na superficie do material.

Tabela 8. Concentragéo ibnica do plasma sanguineo humano e da solugéo que simula o fluido

corporal (SBF)

Concentragao iénica (mM)

Na* K ca*

cr

HPO,>  SO.*

SBF 142,0 5,0 2,5
Plasma humano 142,0 5,0 2,5

147,8
103,0

1,0

0,5
0,5

Fonte: Kokubo et al. 1990.

Este método baseia-se na obtengcdo de uma fase ceramica sintética

similar & fase fosfato de calcio que constitui o osso. Em condigcées de

supersaturacao dos ions desta solugcao, é possivel obter o recobrimento da

superficie com variadas morfologias em diversas classes de materiais, desde

que estejam estabelecidas condi¢des quimicas e termodinamicas favoraveis.

Tratamentos térmicos posteriores podem ainda favorecer a predominancia da

fase desejada. Os componentes da solugdo de SBF, sua sequéncia de adigéo

dos reagentes (sais) e suas respectivas quantidades estao listados na Tabela

9, proposta por Kokubo em 1990 e modificada por Aparecida et al. 2009.

Tabela 9. Quantidade e sequéncia operacional de adig&o dos sais utilizados para a preparagao

da solugdo (SBF) nas concentragdes de 1,0 e 1,5M.

Ordem Substancia i
1,0M 1,5M
1 NaCl 8,0030 g 12,0045 g
2 NaHCO, 0,3500g 0,5250 g
3 KCI 0,2240 g 0,3360 g
4 K:HPO, 0,1740 g 0,2610g
5 Na,SO, 0,0710g 0,1065 g
6 HCI 40,00 mL 60,00 mL
7 CaCl,.2H,0 0,3680 g 0,5520 g
8 MgCl,.2H,0 0,3050 g 0,4575 g
9 NH,C(CH,OH)3 6,0570 g 9,0855 g
Fonte: Aparecida et al. 20009.
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Todos estes reagentes contidos na Tabela 9 (coluna 1.0M e para outra
solugdo mais concentrada & 1.5M), foram adicionados em um recipiente
polimérico contendo inicialmente 500 ml de agua deionizada, um a um, na
ordem apresentada na tabela sob agitagdo constante e temperatura de 36,5°C.
O pH da solugdo SBF foi mantido em 7.4 com a adicdo do tampao
(NH2C(CH;OH)s) e do é&cido cloridrico. Logo apéds, acrescentou-se agua
deionizada até completar 1000 ml da solucao.

Para avaliacdo desta andlise foram preparadas vinte e quadro placas
poliméricas medindo 1,5 cm de comprimento, 1,2 cm de largura e 0,3 cm de
altura, conforme ilustragao anterior na Figura 14. Destas, 12 placas divididas em
4 potes de 3 unidades cada, foram submetidas a um ataque quimico por
imersdo, em uma solugdo de H;O, (Peroxido de hidrogénio) a 30% e 30ml de
volume por 24 horas, chamada de PHB atacadas. O proposito da modificagéao
de superficie destas amostras € aumentar a energia livre na superficie destas
placas poliméricas pesquisadas, através da oxidagdo, de forma a reduzir a
diferenga das tensdes superficiais destas placas e a solugdo SBF. Com isso,
espera-se melhorar a viabilidade de adesao da fase ceramica as placas de PHB.
As doze restantes (4 potes de 3 unidades) que nao foram submetidas a nenhum
ataque quimico, foram chamadas de PHB sem ataque. O método biomimético
utilizado neste ensaio, objetivando este recobrimento da superficie das placas
poliméricas, foi realizado mediante o emprego da solugdo de SBF com
concentragdes idnicas molares equivalentes a 1,0M e 1,5M.

Em quatro destes recipientes, dois atacados (6 unidades) e dois sem
ataque (6 unidades), colocou-se a solucao SBF de concentracao de 1,0 M (50
ml em cada recipiente), o qual foi levado para estufa a 36,5°C (+/- 0,59
permanecendo por sete dias. Em seguida, apos a solugéo ser descartada, foi
colocada na estufa a 60°C por 24h. Nos outros quatro recipientes restantes (dois
atacados e dois sem ataques), colocou-se a solucao SBF 1,0M por um periodo
de 24h, nas mesmas condigdes anteriores e, logo apos, as mesmas placas
foram colocadas na solugao SBF 1,5 M trocando a solugdo a cada 48 horas até
completar sete dias. Apés este tempo, a solugdo foi eliminada e as placas
poliméricas foram, também, colocadas na estufa a 60°C por 24h. Para analise

comparativa deste ensaio, separamos uma placa do PHB, conforme recebida do
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fabricante, com as mesmas dimensdes das demais, chamadas de PHB Puro.
Analisamos também trés placas deste biopolimero, que foram colocadas em um
recipiente contendo o perdxido de hidrogénio na mesma concentragéo e volume
usados nas demais € que nao tiveram contato com o SBF, a que chamamos de
PHB atacado.

A Tabela 10 traz a identificagdo e quantidades das amostras, e as

condigdes experimentais estudadas.

Tabela 10: Amostras de PHB e as condi¢des experimentais estudadas.

Amostra prfa:ai Condi¢des experimentais
PHB puro 1 Placa polimérica conforme recebida do fabricante
PHB atacado 3 Placa polimérica com snuperflme atacada com H,O,
sem contato com a solucdo de SBF
PHB — atacado — 5 Placa polimérica com superficie atacada com H,O,
1,0M SBF submetida ao contato com a solugao de SBF a 1,0M
PHB - atacado - 6 Placa polimérica com superficie atacada com H,O;
1,5M SBF submetida ao contato com a solugao de SBF a 1,5M
PHB - s/ ataque 6 Placa polimérica sem imersdac na solugdo H,0;
1,0M SBF submetida ao contato com a solugao de SBF a 1,0M
PHB - s/ ataque 6 Placa polimérica sem imersdc na solugdo H0;
1,5M SBF submetida ao contato com a solugéo de SBF a 1,5M

3.2.1.1. Caracterizagao

A seguir seréo descritos todos os ensaios de caracterizagdo feitos na
avaliagdo da bioatividade das placas poliméricas puras, atacadas e sem
ataques, submetidas ac contato com a solugdo de SBF a 1,0M e 1,5M. Todos
foram realizados com equipamentos pertencentes e operando no Laboratério de
Avaliacdo e Desenvolvimento de Biomateriais — CERTBIO da UFCG
(Universidade Federal de Campina Grande/PB — UAEMa (Unidade Académica
de Engenharia e Materiais). A Figura 15 traz um fluxograma das atividades

realizadas nesta etapa.
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Figura 15: Metodologia experimental utilizada para a avaliagao da Bioatividade

Caracterizacdes:
DRX, FTIR, EDS, MEV, MO,
Fhe ko AFM, dngulo de contato
e Citotoxicidade.
\ \
Atacada H,0, Atacada H,0, Sem ataque
v y N N
Solugdo SBF 1,0M || Solugdo SBF 1,5M Solugdo SBF 1,0M | | Solugdo SBF 1,5M
36,5°C / 7 Dias 36,5°C / 7 Dias 36,5°C/ 7 Dias 36,5°C/ 7 Dias
Caracterizacgdes: Caracterizach
Laracterizacoes:
DRX, FTIR, EDS, MEV, MO, araclenzacoes

DRX, MEV e EDS.

AFM e dngulo de contato.

3.2.1.1.1 Difragao de raios X (DRX)

A técnica da difratometria de raios X permite a analise microestrutural
dos materiais. E bastante utilizada para materiais cristalinos e semicristalinos,
pois depende da regularidade do material para identificar os raios X difratados
pelo plano cristalino no qual ocorreu a difragcdo. Nesta técnica de caracterizagao
€ possivel determinar as fases presentes no material a ser analisado utilizando-
se a lei de Bragg, descrita na equagao (1) e no esquema da difragéo na Figura
16

nA = 2dsenf (1)
Onde:
n — & o numero do plano no qual ocorreu a difragao

L — & o comprimento de onda utilizado
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d — disténcia entre os planos

0 — angulo de difragdo

Figura 16: Planos cristalinos formados por atomos ordenados.

Fonte: Canevarolo Jr., 2004,

A anélise de DRX foi conduzida em temperatura ambiente (18°C a
22°C), utilizando um equipamento Shimadzu XRD-7000, nas seguintes
condi¢bes: radiagao Cu Ka (A = 0,154nm, 40kV e 30mA), um intervalo de

varredura de 26 (entre 10 e 70 graus) a uma taxa de 2°min.

3.2.1.1.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

A espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de
Fourier & usada para identificar as bandas caracteristicas dos grupos funcionais
presentes nos materiais, podendo utilizar a faixa espectral de baixo, médio e alto
comprimento de onda.

O espectro do infravermelho se estende do limite superior da faixa do
micro-ondas até o comecgo da regido visivel, com comprimento de ondas
compreendidos entre 0,7um e 500 pm (14000 cm™ e 20 cm™, respectivamente).
A banda espectral mais utilizada corresponde ao infravermelho médio que cobre
as frequéncias de 50 um e 2,5 ym (200 cm™ e 4000 cm™) (WILLIARD et al.,
1979 e TADDEI et al., 2001).
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Os aparelhos usados para se obter o espectro IR, sdo de dois tipos:
espectrofotometro dispersivo (em desuso) e espectrémetro por transformada de
Fourier (FTIR). Esta analise foi realizada em um espectrdmetro modelo
Spectrum 400 FT Mid-IR Perkin EImer e com varredura de 500 a 4000 cm™.

3.2.1.1.3 Espectroscopia por energia dispersiva raios X (EDS)

A espectroscopia por energia dispersiva € uma técnica que permite a
determinacdo da composicao quimica de uma amostra quando esta é
simultaneamente analisada sob Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
Assim, a EDS € um equipamento acessério ao MEV.

Em 1913 Moseley observou que a frequéncia de emissao dos raios X
caracteristicos & funcao do numero atdmico dos elementos presenies na
amostra. Esta descoberta deu origem a técnica de analise espectroquimica, na
qual os elementos presentes numa amostra podem ser identificados através do
espectro de raios X emitido pela amostra. A detecgéo dos raios X emitidos pode
ser realizada tanto pela medida de sua energia (EDS) como do seu
comprimento de onda (WDS). Os detectores baseados na medida de energia
sao os mais usados, cuja grande vantagem € a rapidez na avaliagdo dos
elementos. Esta microanalise € um dos mais importantes instrumentos para a
andlise quimica de materiais organicos e inorganicos. E uma técnica nao
destrutiva, podendo determinar quantidades de até 1-2% dos elementos
presentes na amostra (MALISKA, 2013).

Este ensaio foi utilizado com o objetivo de determinar a composicao
quimica do material depositado sob as placas de PHB submetidas a solugéo de
SBF 1,0 e 1,5M. As analises de EDS foram realizadas utilizando um microscépio
eletrdnico de varredura de bancada, modelo TM 1000 HITACHI, aumento
maximo de 10.000X. Acoplado a um sistema para microanalise quimica por

Espectroscopia de Energia Dispersiva — EDS.
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3.2.1.1.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) é& uma técnica muito
versatil e usada rotineiramente para a analise microestrutural de materiais
sélidos. Apesar da complexidade dos mecanismos para a obtencéo da imagem,
o resultado € uma imagem de muito facil interpretacdo. O aumento maximo
conseguido pelo MEV fica entre o microscopio otico (MO) e o Microscdpio
Eletrénico de Transmissédo (MET), podendo chegar a um aumento de 300.000X.
A grande vantagem do MEV em relagao ao microscopio otico € sua alta
resolugéo, na ordem de 2 a 5 nm (20 — 50 A) - atualmente existem instrumentos
com até 1 nm (10 A) - enquanto que no ético & de 0,5 ym. Comparado com o
MET a grande vantagem do MEV esta na facilidade de preparagdo das
amostras. Entretanto, ndo s&oc apenas estas caracteristicas que fazem do MEV
uma ferramenta tao importante e tao usada na analise dos materiais. A elevada
profundidade de foco (imagem com aparéncia tridimensional) e a possibilidade
de combinar a analise microestrutural com a microanalise quimica s&o fatores
gue em muito contribuem para o amplo uso desta técnica.

Este ensaio foi utiizado também com o objetivo de observar
detalhadamente a microestrutura da superficie das placas de PHB.

As analises de MEV foram realizadas utilizando um microscopio
eletrénico de varredura de bancada, modelo TM 1000 HITACHI. Com um
aumento maximo de 10.000X, acoplado a um sistema para microandlise quimica
por Espectroscopia de Energia Dispersiva — EDS. As placas de PHB nao
atacadas foram metalizadas com ouro em um metalizador SC 702, Marca
SANYU. Com uma corrente elétrica de 10mA, a vacuo e com tempo de 4

minutos.
3.2.1.1.5 Microscopia otica (MO)
Para materiais que s&o opacos a luz visivel, como € o caso dos metais,

da maioria dos ceramicos e polimeros, somente a superficie pode ser observada

com a finalidade de revelar a sua microestrutura {(FOOK, 2005).
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O objetivo da utilizagdo deste método de analise & observar a
microestrutura da superficie das placas de PHB submetidas a solucio de SBF
1,0 e 1,5M com o propésito de verificar se ocorreu a deposicdo da fase
cerdmica. As caracterizagdes por microscopia oOtica foram realizadas em um
Microscopio Optico da marca Hirox, modelo SHX-13M, acoplado a uma estacao

de analise de imagem. Com uma variagdo de aumento entre 500X a 2000X.

3.2.1.1.6 Microscopia de forgca atbmica (AFM)

Em principio, a microscopia de efeito tdnel (STM) tornou-se uma
ferramenta Gtil na caracterizagdo de superficies de metais e semicondutores em
escala atbmica. A maior limitagdo deste método € a necessidade da
condutividade da amostra. Em 1986, Binnig, Quate, Gerber propuseram um
novo microscopio para superar este obstaculo, pois em vez de medirem corrente
elétrica, mediriam forcas em escala atdmica. A partir dai, filmes orgénicos
frageis como biomoléculas, ceramicas, polimeros e vidros foram entdo alvos de
analise por microscopia de forga atémica (AFM) (OREFICE et al., 2012).

O AFM, ou microscopio de forga atdmica, ou ainda, SFM (scanning force
microscope), pode ser operado de diversos modos. Entretanto, seu principio
fundamental é a medida das deflexbes de um suporte {(de 100 a 200 pm de
comprimento) em cuja extremidade livre esta montada uma sonda. Estas
deflexdes sao causadas pelas forgas que agem entre a sonda e a amostra. As
varias técnicas fornecem diversas possibilidades de fazer imagens de diferentes
tipos de amostras e para gerar uma ampla gama de informagdes. Os modos de
fazer as imagens, também chamados modos de varredura ou de operagao,
referem-se fundamentalmente & distancia mantida entre a sonda (que
chamaremos ponteira) e a amostra, no momento da varredura, e as formas de
movimentar a ponteira sobre a superficie a ser estudada. A detecgado da
superficie realiza-se visando a criagdo de sua imagem, devido as diferentes
interagbes em fungdo da distancia entre a ponteira e a amostra, assim como o
esquema de deteccio utilizado. A escolha do modo apropriado depende da

aplicagao especifica que se deseja fazer (OREFICE et al., 2012).
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Esta microscopia opera medindo as forgas atrativas e repulsivas entre a
ponteira (sonda) e a amostra, permitindo a observagao detalhada da topografia
da superficie de uma amostra.

A observagao da superficie das placas de PHB submetidas a solucdo de
SBF 1,0 e 1,5M, foi a razdo desta analise, juntamente com a MO e MEV. As
analises de AFM foram realizadas utilizando um microscopio Solver NEXT,
modelo NT-MDT. A ponteira defletora operou em modo de contato, em uma
temperatura de 22°C e umidade de 45%.

3.2.1.1.7 Angulo de contato / molhamento

A energia de superficie estd diretamente relacionada ao grau de
molhabilidade da superficie, pois quanto mais alto for a energia de superficie
maiores serdo as ocorréncias de ligacdes moleculares superficiais. Assim a
molhabilidade € um indicativo do quantc a superficie pode interagir em termos
moleculares com o0 meio no qual esta sendo inserida. A medida do grau de
molhabilidade € um dos pardmetros de avaliagdo da bioatividade de um
material. Tal medida pode ser expressa pelo angulo de contato que um liquido
(geralmente agua) forma sobre a superficie do material (LAMPIN et al., 1997).

Esta medida tem sido um pardmetro util para prever a interagao de um
biomaterial com um meio biclégico. A medida do angulo de contato de uma gota
do liquido (agua) sobre a superficie foi usada para caracterizar a molhabilidade
da superficie das placas do PHB estudadas.

A Tabela 11 mostra a relagdo entre o angulo de contato e a

molhabilidade de uma superficie.

Tabela 11: Angulos e condigdes de molhamento.

Angulo de contato Molhabilidade
0=0 Molhamento compieto
0 <6< 90° Molhamento parcial
0> 90° Nao h&a molhamento

Fonte: Park, 2007.
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O resultado depende das forgas intermoleculares que se estabelecem
entre as fases, resultando na medida chamada angulo de contato (Figura 17).
Por meio da medida desse angulo de contato entre a superficie do sélido e o
plano tangencial a superficie liquida, pode-se obter a molhabilidade do liquido
sobre um determinado substrato (ALHANATI, 2011).

Figura 17: Observagao do angulo de contato formado entre um sélido e um liquido

angulo de

tangente a superficie contato ¢
de contato

Fonte: Alhanati, 2011.

O equipamento utilizado foi desenvolvido por alunos de Engenharia
Mecanica da UFCG e instalado no Laboratério de Avaliagdo e Desenvolvimento
de Biomateriais — CERTBIO da UFCG — UAEMa, o qual encontra-se ilustrado na
Figura 18 (a) e 18 (b) .

Figura 18: Determinacgéo do angulo de contato. (a) Equipamento utilizado para a determinag&o
do angulo de contato, vista geral do equipamento, (b) detalhe do porta amostra.
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3.2.2 Avaliagido da biodegradabilidade

Para este ensaio de avaliagdo da biodegradabilidade das placas PHB,
foi utilizada a degradagao in vifro. Dois procedimentos foram empregados. O
primeiro procedimento (A) foi dividido em dois grupos de corpos de prova: PHB
previamente exposto aoc SBF a 1,5M, chamados de PHB com recobrimento (seis
recipientes, com seis corpos de prova cada) e PHB sem esta exposigcao,
chamado de PHB sem recobrimento com a mesma quantidade de recipientes e
corpos de prova. Estes dois grupos foram expostos a dois ambientes de
biodegradagao: PBS (solugdo tampéao de fosfato — Sigma (em pé): pH 7.4, P-
5368, diluido em 1000mL) e PBS + lisozima (5mg/ml, segundo método de
Kumar et al., 2011). Foram, ao todo, 72 corpos de prova previamente pesados e
divididos em 12 recipientes (de plasticos bem vedados) com seis unidades cada,
contendo 50 ml desta solucdo tampéo com e sem lisozima. Todos foram
mantidos em estufa a 36,5°C (equivalente a temperatura corpoérea) e foram
retirados sequencialmente deste ambiente de biodegradacao em tempos de 30,
60, 90, 120, 150 e 180 dias, com reposicao da solugdo a cada trinta dias,
secados em estufa a 50°C por 24h, pesados e caracterizados. A apresentacao
deste primeiro procedimento, constituido pelos itens: tipo, contedido, numeros de

recipientes e de corpos de prova € mostrada na Tabela 12.

Tabela 12: Quantidade de recipientes e corpos de prova no primeiro ensaio, procedimento (A) de
biodegradacgéo in vitro.

PROCEDIMENTO (A)

. Nimero de
Numero de | Qde de dias
Tipo Contedado corpos de
recipientes | / Intervalos
prova
1 PHB sem recobrimento + PBS 3 180/ 30 18
PHB sem recobrimento + PBS
3 180/ 30 18
2 + lisozima
PHB com recobrimento (SBF 1,5M)
3 3 180/ 30 18
+ PBS
4 PHB com recobrimento (SBF 1,5M)
3 180/ 30 18
+ PBS + lisgzima
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No segundo procedimento (B) desta metodologia, outro conjunto de
amostras foi analisado - composto por 4 recipientes, idénticos aos anteriores,
contendo 6 pecgas cada um, totalizando 24 corpos de prova. Dois recipientes
destes (12 pecas) foram submetidos a um ataque quimico com Peroxido de
Hidrogénio a 30% por 24 horas, definidas como PHB Atacado. Os outros dois
recipientes restantes (12 pecgas), que nao tiveram contado com este peréxido,
denominou-se PHB sem ataque. Em todos estes recipientes foram colocados 50
mL da solugédo (PBS + lisozima) e posto na estufa a 36,5°C e retirados deste
ambiente de biodegradacao em tempos de 7, 14, 21 e 28 dias, com reposi¢ao
da solugcdo a cada sete dias. As amostras contidas nestes recipientes eram
postas na estufa a 50°C por 24h para secagem, para depois serem pesadas e

caracterizadas. Este segundo procedimento esta representado na Tabela 13.

Tabela 13: Quantidade de recipientes e corpos de prova no segundo ensaio, procedimento (B)
de biodegradacéo in vitro.

PROCEDIMENTO (B)

Numero de | Qde de dias | Numero de corpos
Contetido .

recipientes | /Intervalos de prova
PHB atacado + PBS + Lisozima 2 2817 12
PHB sem ataque + PBS + Lisozima 2 2817 12

3.2.2.1 Caracteriza¢éo

A seguir serdo descritos todos os ensaios de caracterizacao feitos na
avaliagao da biodegradabilidade in vitro das placas poliméricas, os quais foram
realizados também no Laboratério de Avaliagao e Desenvolvimento de
Biomateriais — CERTBIO da UFCG — UAEMa. As Figuras 19 e 20 trazem os
fluxogramas dos procedimentos de metodologia (A) e (B) respectivamente,
realizados nesta avaliagao.

As propriedades mecanicas do PHB serdo descritas e analisadas neste

capitulo de biodegradabilidade.
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Figura 19: Metodologia experimental utilizada para biodegradabilidade, procedimento (A).
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Figura 20: Metodologia experimental utilizada para biodegradabilidade, procedimento (B).
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3.2.2.1.1 Determinagao da perda de massa

Para determinagdo da massa, foi utilizada uma balanga analitica de
precisdo, com quatro casas decimais. Primeiramente, foram pesados todos os
corpos de prova do PHB, tanto para o procedimento (A) como para o (B). Apods
terem sido submetidos a imersio nas solugdes de PBS e PBS com lisozima, as
placas pertencentes ao primeiro processo, foram retiradas nos intervalos de 30
dias com troca desta solugao, até um total de 180 dias. O recipiente retirado a
cada 30 dias, contendo trés placas cada, eram lavadas com agua destilada e
colocadas para secagem na estufa a 50°C por 24 horas. Ao retirar da estufa,
estas eram pesadas trés vezes cada e apos a média de cada uma, obtinha-se a
massa final, que era a média dos resultados das trés placas. Para o
procedimento (B), trés corpos de prova também foram retirados, secos e
pesados a cada 7 dias, até um total de 28 dias, trocando a solugdo nos

intervalos de 7 dias.

3.2.2.1.2 Termogravimetria (TG) / Termogravimetria derivada (DTG)

A analise térmica & definida como um grupo de técnicas por meio das
quais uma propriedade fisica de uma substancia efou de seus produtos de
reagdo € medida em funcdo da temperatura, enquanto esta substancia é
submetida a uma programacgao controlada de temperatura e sob uma atmosfera
especificada (IONASHIRO, 1980; WENDLANDT, 1986; HAINES, 1995). A
propriedade fisica medida e a tecnica correspondente realizada nesta tese
foram: massa (TG/DTG), entalpia (DSC) e caracteristica mecanica (TMA).

Para a termogravimetria, técnica termoanalitica na qual a variagdo de
massa da amostra (perda ou ganho) & determinada em fun¢éo da temperatura
(T) efou tempo (t), enquanto a amostra & submetida a uma programacao
controlada de temperatura. Foi utilizado o equipamento T. A. Instruments SDT
600. Operando de temperatura ambiente a 350°C, sob atmosfera inerte
(Nitrogénio-N;) e com taxa de aquecimento de 10°C/min. Para uma melhor

avaliagdo das curvas de TG, este equipamento registrou automaticamente, as
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derivadas das curvas de TG (DTG). Curvas estas que auxiliam a visualizagdo e
esclarecimento dos passos das TG. O procedimento (A), foi realizado com

técnicas simultaneas: TG, DTA e DSC.

3.2.2.1.3 Calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

A Calorimetria Diferencial Exploratoria (DSC) € uma técnica na qual se
mede a diferenca entre a energia fornecida a uma amostra, e a fornecida a um
material de referéncia, que é termicamente inerte na faixa de temperatura
estudada. Também se pode medir o fluxo de calor entre a amostra analisada e a
referéncia, de modo a manter as substancias em equilibrio térmico, enquanto
ambas sdo submetidas a uma programagao controlada de temperatura.

A técnica da calorimetria diferencial exploratéria foi empregada para
observar o comportamento e a estabilidade térmica das amostras poliméricas.
Neste ensaio foi utilizado um equipamento DSCQ20 (TA Instruments, EUA),
tendo como referéncia um cadinho tampado e vazio, numa atmosfera dinamica
de nitrogénio (50 ml min-1), com razédo de aguecimento de 10°Cmin-1. Numa
variagao de temperatura de 30°C até 200°C. As amostras foram pesadas com

precisdo (0,1 mg) e prensadas em cadinhos de aluminio.

3.2.2.1.4 Analise termomecanica (TMA)

E uma técnica para avaliagdo das mudangas dimensionais de materiais,
sob a carga nao oscilatéria em funcdo de um programa controlado de
temperatura, ou do tempo na temperatura constante. O tipo de corpo de prova
usado determina o modo de operagao do instrumento, a maneira como a forga é
aplicada a amostra e a quantidade desta tens&o. A norma ASTM E8831-86,
1990E, padroniza o método do teste para a determinagio do coeficiente da
expansdo térmica por esta técnica. Para este ensaio foi utilizado um

equipamento TA Instruments Q400, pertencente ao laboratério de
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Caracterizagdo de Materiais da UFCG/ UAEMa. Com um agquecimento na faixa
de 20 a 80°C e uma taxa de 3°C/min.

3.2.2.1.5 Viscosimetria

O estudo da viscosidade € um ramo da reologia. Este estudo reologico
dos materiais, no estado solido ou em solugdo, nos permite obter informacdes
muito importantes a respeito das propriedades de escoamento e deformacao
dos materiais (PINTQO, 2010).

Uma caracteristica de solug¢des poliméricas diluidas € que a viscosidade
é consideravelmente maior que a do solvente puro, ou de solugdes diluidas de
pequenas moleculas. Isto se deve a grande diferenca em tamanho entre as
moléculas de polimero e as de solvente; a viscosidade aumenta a medida que
aumentam as dimensdes das moléculas poliméricas em solugdo. Nestas
solugdes, tais medidas permitem obter informacdes a respeito das dimensbes
da cadeia, do formato e tamanho da particula de polimero (volume
hidrodinamico), € de sua massa molar. Este calculo de massa molar nao é
absoluto, uma vez que se faz necessario uma técnica secundaria de
caracterizagao de massas molares. A viscosidade, representada pela letra grega
{(n), pode ser considerada, a medida da resisténcia de um material a fluéncia.
(PINTO, 2010).

A viscosidade de solugdes poliméricas diluidas € medida em capilares,
sendo os mais comuns 0s viscosimetros de Oswald, Cannon Fenske e o de
Ubbelohde (MEI, 2011).

Todos os sistemas Newtcnianos e 0s viscosimetros capilares usados na

pratica seguem a lei de Hagen-Poisseuille (Equagao 1):

_ar'ghpt _ nrfAR, ¢

= Apt
8.1V 8.1V P M

Onde: t = tempo, p = densidade do liquido, r = didmetro do capilar, V = volume

do liguido, | = comprimento do capilar, APH = g h = press&o hidrostatica, h =

altura, g = aceleracéo da gravidade e A = constante experimental.
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Ha varios tipos de medidas de viscosidades:

Viscosidade Relativa:

Viscosidade especifica:

Viscosidade especifica reduzida:

Viscosidade inerente:

Onde:

t

Nrel™ g
t-tg
= = —
N esp Nrel t%
__ Mesp
N espred™ e
_ In (yel)

mer c

t = tempo de escoamento da solugdo no viscosimetro

t, = tempo de escoamento do solvente puro no viscosimetro

¢ = concentragdo em gramas de polimero em 100 mi de solugéo.

2)
(3)
4
()

Colocando-se em um grafico [7 esp res X C] € [77iner X €] © extrapolando-se

para uma concentragao igual a zero obtemos o valor da viscosidade intrinseca

[n]. Este gréfico esta apresentado na Figura 21.

A viscosidade intrinseca de uma solugao polimérica esta relacionada

com a massa molar viscosimétrica média (My), através da equagéo de Mark-

Houvink (6):

Onde:

nI=K (My)?*

(6)

K e a séo constantes que dependem do polimero, do solvente e da temperatura.

Figura 21: Gréafico para a determinag@o da viscosidade intrinseca de um polimero.

Il esp. red

N iner

Fonte: Mei, 2013.

C(g/di)
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Em que para o caso especifico desta tese, assumem os seguintes
valores: K = 1,18 x 10™ dL/g e a = 0,78. Para este ensaio utilizou-se 25 mL de
cloroformio e 0,125 g do PHB.

O viscosimetro de Ostwald (usado neste ensaio) ou o de Cannon-
Fenske, permite uma determinacdo simples do coeficiente de viscosidade,
desde que seja conhecida sua constante. No entanto, quando se desconhece a
constante, as medidas de viscosidade sao feitas por comparacao entre o tempo
de vazdo do liquido, cuja viscosidade se deseja determinar, € de um liguido de
viscosidade conhecida, geralmente agua. Na mesma temperatura € no mesmo
aparelho (TAVARES, 2011).

O motivo da realizagdo deste ensaio nesta avaliagdo da biodegradacgao
das placas de PHB & que, havendo diferenca significativa da massa molar
viscosimétrica do polimero antes e apds a exposi¢do as solugbes de PBS
apenas e PBS + lisozima, sera um indicativo de ter ocorrido algum grau de
biodegradagao.

O solvente usado neste experimento foi o cloroférmio e o equipamento
utilizado foi um viscosimetro de Ostwald imersc em um banho Ultratermostatico,
SL 152/10 da marca SOLAB, numa temperatura de 30° + 0,5°C, pertencente ao
laboratério de Caracterizagéo de Materiais da UFCG/ UAEMa.

3.2.2.1.6 Espectroscopia da regiao do infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)
O ensaio de FTIR para as amostras submetidas ao ambiente de
biodegradagdo in vitro (solugdes de PBS + lisozima) foi o mesmo ja descrito
anteriormente no item 3.2.1.1.2 da metodologia da avaliagdo de Bioatividade.

3.2.2.1.7 Propriedades mecanicas

A determinacgao das propriedades mecanicas de um material & realizada

por meio de varios ensaios. Esses ensaios podem ser destrutivos, quando
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promovem a ruptura ou inutilizagdo do material, ou n&o destrutivos em caso
contrario. Na primeira categoria estdo classificados os ensaios de tracao,
impacto, flexdo, torcdo, compressao, fadiga e outros. Dentre os ensaios nio
destrutivos, estdo os ensaios com raios X e ultrassom (SOUZA, 1977).

Os ensaios mecanicos também podem ser classificados de acordo com
a velocidade de aplicagdo da carga em estaticos, com baixa velocidade de
aplicagéo da carga, e dindmicos, onde as cargas s&o aplicadas com altas
velocidades. Dentre os ensaios estaticos estdo os ensaios de tracao,
compressdo, torcdo, cisalhamento e flexdo e, dentre os ensaios dinamicos,
estdo os ensaios de fadiga e impacto.

Os ensaios de tragdo foram realizados de acordo com a Norma ASTM-
D-638 em uma Maguina Universal Marca EMIC Modelo DL-10000, capacidade
maxima de 100KN, seguindo as seguintes condigdes: temperatura ambiente de
22°C: umidade relativa de 50%: velocidade da garra de 5,0 mm/min e distancia
entre garras de 115mm. Nesse ensaio foram verificadas as propriedades de
resisiéncia a tracdo (omax), alongamento na ruptura (g) e modulo de
elasticidade (E).

A determinagao das propriedades mecanicas das amostras de PHB foi
realizada em amostras com e sem exposi¢cado ao ambiente de biodegradacgio
(PBS + lisozima) para avaliar se o PHB, apos este contato, alterou sua
resisténcia mecéanica a tragao. Para isto, foram realizadas os ensaios de tragao
nos corpos de prova retirados do ambiente de biodegrada¢ao em tempos de 30,
60, 90, 150 e 180 dias. Este ambiente foi constituido em um recipiente plastico
bem vedado, com capacidade volumétrica de 2 litros, afim de que todas as
amostras ficassem submersas nesta solugao.

Outro ensaio estatico realizado foi o de flexao, para o PHB puro. Em uma
Maquina Universal Marca Instron 3366, segundo a norma ASTM D 790 M, com
uma distancia entre apoios (flexdo em trés pontos) de 50mm, velocidade 1,3
mm/min e uma carga de 12,5N. Os ensaios foram realizados com corpos de
prova injetados com dimensdes especificadas também na norma ASTM D 790
M.
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3.2.2.1.8 Microscopia de forga atdbmica (AFM)

A descrigdo deste método de caracterizagio encontra-se na avaliagéo
de bioatividade, no item 3.2.1.1.6. Para os ensaios de biodegradacao este
método foi aplicado para as placas poliméricas do PHB, atacadas com perdxido
de hidrogénio e imersas na solugdo tampao (PBS), referenciado no segundo
processo de metodologia (B), Figura 20.

3.2.3 Avaliagao da biocompatibilidade
3.2.3.1 Avaliagao da viabilidade celular

3.2.3.1.1 Método MTT

Os ensaios in vitro sdo normalmente efetuados como um teste de
triagem inicial na primeira fase da avaliacdo da biocompatibilidade.
Citotoxicidade significa causar efeito téxico no nivel celular. Entre os efeitos
téxicos, podem ser citadas a morte celular, alteragcdes na permeabilidade da
membrana, ou a inibicdo enzimatica. A alta biocompatibilidade € uma importante
propriedade dos implantes, e seus metodos de andlise, na engenharia de
tecidos, sdo realizados através de implantes in vivo ou em culturas de células in
vitro. A necessidade de estudos do comportamento celular in vitro sobre a
superficie de diferentes materiais &€ fundamental para o uso racional e seguro na
pratica médica. No método in vifro podem ser observados os processos de
crescimento celular diretamente sobre os biomateriais. Caracteristicas de
adequada permeacdo e excelente adesividade celular sdo importantes fatores
na avaliacao de biomateriais. As propriedades fisico-quimicas dos biomateriais,
tanto do aspecto quimico ou morfolégico, causam efeitos na ades&do, na
distribuicao, na proliferagdo, na diferenciacéo e na fungdo celular (MULLER,
2008).

A avaliagao da biocompatibilidade das amostras de PHB foi determinada

por meio da analise da citofoxicidade através da porcentagem da viabilidade
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celular, utilizando o método do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
bromide) (MOSMANN, 1983) e da determinacgao da produgdo de éxido nitrico.

O principio deste primeiro método consiste na absor¢ao do sal MTT
pelas células vivas, sendo reduzido no interior destas células a um produto
chamado formazana. Este produto, acumulado dentro da célula, € dissolvido
através da adicdo do solvente alcool isopropilico e quantificado por
espectrofotometria, sendo sua quantidade proporcional ao niumere de células
vivas existentes no substrato, quando utilizada uma populagdo homogénea de
células. Este procedimento e substancialmente simples, permitindo a analise
simultanea do comporiamento de um maior niumero de amostras (DALLAN,
2005).

As etapas realizadas neste ensaio foram: a obtencao das células do
exsudato peritoneal de camundongos e a avaliacdo da viabilidade celular de

células peritoneais, descritas a seguir:

a) Obtencédo das células do exsudato peritoneal de camundongos

Os animais foram previamente estimulados pela inoculagao
intraperitoneal de 3,0 mL de tioglicolato de sédio a 3,0% (Sigma), trés dias antes
de serem eutanasiados em cdmara de CO,. Através de uma incisao na parede
abdominal destes animais assepticamente, chegou-se a cavidade abdominal.
Posteriormente, foram injetados 5,0 mL de solucdo PBS estéril com pH de 7,2
nesta cavidade. O liquido peritoneal resultante foi coletado e transferido para um
tubo cénico estéril com capacidade de 15 mL (Corning, Inc.) e centrifugado a
1500 rpm durante 5 min a 4°C (Nova técnica), sendo o sedimento celular lavado
duas vezes com 50 mL de PBS. As células sedimentadas foram ressuspensas
em 1,0 mL de meio de cultura RPMI-1640 contendo 2B3-mercaptoetanol a 2x107°
M, penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 U/mL e 5% de soro fetal bovino,
sendo 0 meio assim composto designado de RPMI-1640 completo (RPMI-1640-
C). O numero de células foi determinado pela contagem em camara de
Neubauer com a utilizagdo de 10 yL da suspenséo celular diluida em S0pL do
Liquido de Lazarus. As células foram ajustadas a concentragéo ideal para cada
ensaio em meio RPMI-1640-C.
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b) Avaliacao da viabilidade celular de células peritoneais

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método baseado na
capacidade das células viaveis de clivar o anel tetrazolico presente no sal de
MTT pela agdo de enzimas desidrogenases presentes na mitocéndria ativa,
formando cristais de formazana (MOSMANN, 1983).

Em uma placa estéril de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.)
foram distribuidos 100uL por cavidade das suspensdes de célula do exsudato
peritoneal de camundongos, ajustadas a concentragao de 5x10° células/mL em
meio de cultura RPMI-1640-C, juntamente com as amostras do PHB a serem
testadas. Em pocgos pré-determinados da placa, com as mesmas condigdes
anteriores foram adicionados 100 pL de LPS (lipopolissacarideo) a uma
concentracao de 10mg/uL, apenas como meio de cultura (controle negativo), em
duplicata. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em estufa contendo
tensao constante de 5% de CO..

Apbs esse periodo de incubagdo: o sobrenadante €& coletado para
posterior quantificacdo do NO, o material do PHB usado é removido e as células
aderentes tratadas com 100puL de uma solugéo de MTT (Sigma) a 0,5 mg/mL
em RPMI-1640-C. A placa foi entdo incubada por mais 3 horas nas mesmas
condigdes anteriores. Apos esta incubacgéo os sobrenadantes foram descartados
e as células aderentes tratadas com 100uL de isopropanol para solubilizar os
cristais de formazana formados. A leitura da densidade o6tica foi determinada em
espectrofotometro (Perkin Elmer) em UV/visivel a 540 nm com filtro de
referéncia de 620 nm. A viabilidade celular foi calculada em porcentagem,

considerando-se o controle negativo como 100% de viabilidade.

3.2.3.1.2 Método da determinacao da producao de éxido nitrico (NO)

O oxido nitrico (NO) € uma molécula reguladora, produzida
principalmente por macréfagos ativados, de extrema importancia nos processos
de resposta imune, inflamagao, metabolismo 6sseo e apoptose. Esta molécula

gasosa pode apresentar efeitos benéficos, tais como atividade antimicrobiana e




modulagao da resposta imune. Por outro lado, quando presente em altas
concentragbes, pode atuar como uma influente molécula citotdxica
desencadeando prejuizos aos tecidos adjacentes, incluindo osso alveolar
(Kendall et al., 2001).

O sobrenadante obtido anteriormente, ap6s o periodo de incubacéo é
colocado em uma nova placa de cultura de 96 pogos. Em alguns pogos que
continham estas celulas, foi adicionado novamente um volume de 100uL de
RPMI-1640-C + 100pL da solucao de LPS (lipopolissacarideos) a 10 ug/mL,
como agente estimulante e em outras, 100pL da solug¢do de LPS
(lipopolissacarideos) a 10 ug/mL como controle positivo, ou somente de RPMI-
1640-C, como controle negativo. Estas placas foram novamente incubadas a
37°C, em estufa com tenséo constante de 5% de CO,, por 24, 48 e 72 horas.
Entao, aliquotas de 50 pL dos sobrenadantes das culturas de macréfagos foram
transferidas para uma placa de cultura de células, ndo estéril, contendo 96
pogos de fundo plano e acrescidas de igual volume de reagente de Griess. Apds
10 minutos de incubacdo, em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, a
absorbancia foi determinada com filtro de 540 nm em espectrofotdmetro. As
concentragtes de NO liberadas nos sobrenadantes das culturas celulares foram
calculadas, a partir de uma curva padrdo, previamente estabelecida, e os
valores foram expressos em pmols/mL de nitrito.

O &xido nitrico foi quantificado pelo acumulo de nitrito em meio de
cultura e medido espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess,
constituido de 0,1 % de N-1-naftil-etilenodiamina, 1 % de sulfanilamida em
solucao de acido fosforico a 2,5 %, utilizando NaNO, como padréo (Green et al.,
1982).

Todos estes métodos foram realizados nas instalagbes do Laboratdrio
de Avaliacado e Desenvolvimento de Biomateriais— CERTBIO da UAEMa/UFCG.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliagoes da Bioatividade

Os resultados das caracterizagdes realizadas para esta avaliagao serao
apresentados em duas etapas: A primeira contemplara as amostras do PHB
Puro, PHB sem ataque, submetidas ao contato com a solugédo de SBF a 1,0M e
1,5M. A segunda etapa, composta pelas amostras: PHB Puro, PHB atacado
sem contato com a solugédo de SBF e o PHB atacado e submetido ao contato
com a solucado de SBF a 1,0 e 1,5M, como mostra a metodologia experimental

para bioatividade na Figura 15, pag. 93.

4 1.1 Primeira etapa: PHB Puro € sem ataque.

Os ensaios de caracterizagéo feitos nesta avaliacdo da bioatividade para
as amostras do PHB, que nao foram submetidas a nenhum tratamento
superficial prévio, denominadas: PHB sem ataque, exposta a SBF a 1,0M e a
1,5M (Tabela 10), foram: DRX, MEV e EDS. Sendo estas analisadas nas

mesmas condi¢gdes técnicas feitas para as amostras com ataque.

4.1.1.1 Difracédo de Raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X obtidos para as diferentes amostras de PHB
sem ataque estao apresentados nas Figuras 22 a 24.

Analisando os difratogramas da Figura 22, sdo observados os picos
referentes ao PHB (*) que, de acordo com Barud et. al. (2011) os picos
principais e mais intensos ocorrem em 13,5° e 16,9°, os picos achatados em
21,5°, 22,5° 25,5°e 27,5° e os picos em 36,59 41,2° 44 6° e 49 ,8°.
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Figura 22: Difragac de raios X da amostra PHB Puro.
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Analisando os padrdes de difracao de raios X das amostras estudadas,
pode-se observar que nao houve alteracao significativa dos difratogramas do
PHB quando submetidos a exposi¢do da solugdo de SBF tanto na concentragao
de 1,0M (Figura 23) quanto na de 1,5M (Figura 24). Este resultado indica que a
camada do recobrimento de fosfato de calcio, esperada neste ensaio, pode nao

ter sido suficiente para detecgio neste equipamento de difragéao de raios X.

Figura 23: Difragac de raios X da amostra PHB/1,0 SBF.
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Figura 24: Difragdo de raios X da amostra PHB/1,5 SBF.
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4.1.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).

As imagens de microscopia eletrénica de varredura, obtidas para as
amostras de PHB sem ataque, e expostas a solu¢ao de SBF a 1,0M e a 1,5M,
estdo apresentadas nas Figuras 25 (x2000 e x4000) e 26 (x2000 e x4000).

Figura 25: Microscopia eletrénica de varredura da amostra PHB/1,0 SBF sem ataque.
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Por meio das imagens de MEV das amostras de PHB+SBF a 1.0M (Fig.
25) e PHB+SBF a 1.5M (Fig. 26), observa-se a presenca de um recobrimento de
distribuicao heterogénea, com algumas regides de aspecto poroso sobre a
superficie do polimero PHB. Observa-se ainda que o aumento da concentragao
da solugao de SBF de 1,0 para 1,5M propiciou um aumento deste recobrimento,
com presenca de cristalizagdes pontuais, evidenciado na imagem da Figura 26.
Estas imagens nao corroboram com as caracteristicas proprias dos
recobrimentos de fosfato de calcio visto nesta pesquisa, nas Figuras 34 e 35, e
em outros trabalhos, Sadat-Shojai et. al. (2013).

4.1.1.3 Espectroscopia por energia dispersiva (EDS).

Para a identificacdo da composicao quimica deste recobrimento
depositado na superficie do PHB, foi realizada uma analise quimica por energia
dispersiva com o auxilio do acessério do EDS acoplado ao MEV. Os resultados
desta analise estao apresentados nas Figuras 27 e 28 e na Tabela 14.

A andlise quimica realizada por EDS confiirma o ndo crescimento
homogéneo e espesso da camada inorganica proveniente do contato com a

solugdo de SBF, uma vez que dos elementos quimicos presentes neste
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recobrimento, nao foram encontrados o calcio e fosforo nas concentragdes

minimas esperadas, pelo menos na regidao onde foi realizada a analise de EDS.

Figura 27: Analise quimica por EDS da amostra PHB/1,0 SBF.
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Tabela 14: Andlise quimica por energia dispersiva das amostras de PHB estudadas.

ELEMENTOS PRESENTES AMOSTRA
PHB/1,0 SBF PHB/M,5 SBF

C 50,614 % 50,443 %
0 43,009 % 46,989 %
Na 2,870 % 1,565 %
Mg 1,048 %

Al 0,759 % 1,003

Cl 1,700 %

Desta forma, ap6s analisar os resultados destas caracterizagbes (DRX,
MEV e EDS), pode-se afirmar que, nestas condigdes realizadas, sem ataque do
peroxido de hidrogénio, ndo houve um recobrimento de fosfato de calcio o
suficiente para defectar a presenca de fases ceramicas nesta superficie.
Resultado este atribuido a ndo imersdo destas amostras em um meio que
levasse a uma modificacac da superficie, como por exemplo, o peroxido de
hidrogénio, onde o mesmo propercionaria uma diminuigéo da tensao superficial
deste polimero, levando-a consequentemente a uma superficie mais receptiva e
hidrofilica.

4.1.2 Segunda etapa: PHB Puro e atacados.

4.1.2.1 Difragao de raios X (DRX)

Para identificar as fases cristalina efou semicristalina do PHB, como
também analisar picos caracteristicos da fase fosfato de calcio, presentes nas
amostras de PHB estudadas nesta fase, foi realizada a difracdo de raios X das
mesmas. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 29.

Analisando os difratogramas das Figuras 29a e 29b vemos exatamente
0S mesmos picos ja observados nas Figuras 22 a 24, que séo referentes ao

PHB (%) como ja descritos por Barud et. al. (2011). Logo se verifica que o
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tratamento superficial com o peréxido de hidrogénio nZdo modificou a estrutura
do PHB, uma vez que os picos mantiveram os mesmos angulos de difragao.

Nos difratogramas contidos nas Figuras 29¢c e 29d, além de
apresentarem os picos referentes ao PHB (%), verificamos a presenca dos picos
cristalinos das fases de fosfato de calcio que foram depositados, resultados

estes que corroboram com Abdul Qader et. al. (2013).

Figura 29: Difratogramas das amostras de PHB estudadas: (a) PHB puro, (b) PHB atacado com
H,O,, (¢) PHB atacado com H,0, e exposto & SBF 1,0M e (d) PHB atacado com H,0,
e exposto a SBF 1,5M.
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A identificagdo destes picos cristalinos das fases de fosfato de calcio,
nos espectros da amostra do PHB atacado e exposto a SBF a 1.0M (29c) e do
PHB atacado e exposto a SBF a 1,5M (22d), comprova uma modificagdo na
superficie deste polimero e consequentemente a propriedade de interagir com

tecidos vivos, promovendo a sua integragao no organismo receptor.

119



4.1.2.2 Espectroscopia da regido do infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

A identificacdo das bandas caracteristicas dos grupos funcionais

presentes nas amostras de PHB, realizada pela espectroscopia da regiao do

infravermelho com transformada de Fourier nesta caracterizagdo, tem como

objetivo confirmar o recobrimento da fase ceramica (fosfato de calcio) na

superficie destas amostras poliméricas. Os resultados obtidos por FTIR para as

placas de PHB estudadas estdo apresentados na Figura 30.

Figura 30: Espectroscopia da regido do infravermelho com transformada de Fourier para as
amostras de PHB estudadas: PHB Puro (a), PHB atacado (b), PHB atacado e
exposto a solugcdo de SBF a 1,0M (c) e PHB atacado e exposto a solugdo de SBF a
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Analisando os espectros de FTIR da Figura 30a e 30b, observam-se as
bandas caracteristicas dos grupos funcionais referentes ao PHB, sao elas:
estiramento da ligagao C-O (1150 cm™) e C=0 (1726 cm™") do éster, deformacao
assimétrica das ligagdes C-H (1460 cm™), radicais CH, (3000 cm™") e radicais
CHs (1379 cm™), estiramento das ligagdes =C-H (950 cm™") e =C-O (823 cm™).
Destaca-se que Tripathi et. al. (2013) obtiveram espectros de FTIR semelhantes
aos desta tese quando estudaram as propriedades fisicas do PHB.

Ja nas Figuras 30c e 30d além das bandas caracteristicas do polimero
(*), observam-se bandas caracteristicas dos fosfatos, a saber: grupo (PO4)*
(1087 cm™) e da HO™ (3300 cm™), além da banda caracteristica da agua livre
adsorvida (= 3000 cm™). Vale salientar que estes resultados corroboram com os
resultados de Abdul Qader et. al. (2013) e Shiwaku et. al. (2012) quando
estudaram fosfatos de caicio bifasicos (HAp + B-TCP) e o fosfato octacalcico
(OCP}), respectivamente.

Assim, podemos considerar que nesta segunda caracterizacdo, o PHB,
apos ter sido atacado, melhorou sua receptividade. Atuando como substrato
para obtengdo de uma fase ceramica sintética similar a fase fosfato de calcio

que constitui o osso.

4.1.2.3 Espectroscopia por energia dispersiva (EDS)

Com o objetivo de verificar a composicdo quimica do recobrimento
depositado sobre as amostras de PHB, previamente definida como fosfato de
célcio, realizou-se a espectroscopia por energia dispersiva das placas de PHB
expostas a solugdo da SBF 1.0M e 1,5M. Os resultados obtidos por EDS para
as amostras de PHB estudadas estao apresentados nas Figuras 31 e 32.

Analisando os resultados contidos nas Figuras 31 e 32, confirma-se que
a camada depositada sobre as amostras de PHB é derivada da solugdo da SBF,
pois apresenta os elementos constituintes da mesma. Através do EDS foi
possivel ainda determinar a razado Ca/P dos recobrimentos depositados,

confirmando que se trata de fosfatos de calcio.
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A placa de PHB submetida a SBF 1.0M apresentou razao Ca/P de 3,0,
referente ao BCP (fosfato de calcio bifasico — formado pela unido das fases HA
e B-TCP), enquanto que a submetida a SBF 1,5M apresentou razdo Ca/P de
1,33, referente a fase OCP (fosfato octacalcico) (ABDULQADER et. al. 2013 e
SUZUKI, 2013).

Figura 31: Espectroscopia por energia dispersiva da amostra PHB exposto a solugéo de SBF
1,0M

P

PHB - sbf 1.0

Figura 32: Espectroscopia por energia dispersiva da amostra PHB exposto & solugéo de SBF
1,5M

mels\/

PHB - sbf 1.5
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Desta forma, pode-se considerar também que o PHB, apés o ataque
com o peroxido de hidrogénio, comportou-se como um polimero receptivel ao
meio biolégico, confirmando mais uma vez ser, apos este ataque, um substrato
eficiente para o crescimento ésseo, permitindo a obtencao de fases ceramicas
similares aquela presente no tecido ¢sseo (fosfatos de calcio) sobre sua
superficie. Apos verificar os resultados destas trés primeiras caracterizagdes,

podemos afirmar que o PHB atacado, torna-se mais receptivo a este meio.

4.1.2.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens de microscopia eletrnica de varredura foram realizadas nas
amostras de PHB Puro, PHB atacadas e submetidas a solugao da SBF 1.0M e
1,5M, para inferir se houve deposicdo de material sobre estas amostras. As
micrografias (MEV) das amostras de PHB estudadas estdo apresentadas nas
Figuras 33 (escala 30pm com aumento de X2000), 34 (X500 e X4000) e 35
(x500 e x4000), com escalas de 20pm e 5um respectivamente.

O PHB Puro esta apresentado nesta caracterizagao pela micrografia da
Figura 33, onde mostra a topografia da superficie deste polimero e que servira

também como referencial para as amostras estudadas.

Figura 33: Microscopia eletronica de varredura da amostra PHB Puro.

x2,0k 30 um
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Por meio das imagens de MEV da Figura 34a nota-se um recobrimento
sobre a superficie das placas de PHB, verificando que este recobrimento é de
distribuicao heterogénea na forma de aglomerados de tamanhos distintos e que
a maioria esta na faixa inferior a 20 pm, com poucos elementos maiores do que
20 pm. Por meio da observagdo da Figura 34b, verifica-se que estes
aglomerados sao porosos e formados por particulas de tamanho em torno de 5
um. Podemos inferir que este recobrimento € de fosfato de calcio, baseado nas

trés primeiras caracterizacoes realizadas (DRX, FTIR e EDS).

Figura 34: Microscopia eletrénica de varredura da amostra PHB atacado e exposto & solugéo de
SBF 1,0M (a e b).

x300

Figura 35: Microscopia eletrénica de varredura da amostra PHB atacado e exposto a solugao de
SBF 1,5M (a e b).
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De acordo com as imagens de MEV da Figura 35a, & confirmada
novamente a deposi¢cdo de um recobrimento sobre a superficie das placas de
PHB, sendo este um recobrimento com distribuigdo homogénea e na forma de
aglomerados de tamanhos na faixa de 20 pm. Por meio da observagao desta
Figura 35b, verifica-se que estes aglomerados sao formados por particulas de
tamanho menor que 5 um. Podemos inferir que este recobrimento é de fosfato
de calcio, baseado também nos mesmos principios considerados anteriormente,
em que as trés primeiras caracterizagdes realizadas (DRX, FTIR e EDS),
confirmam este fato.

Assim, afirma-se que o aumento da concentracao da solugéo de SBF de
1,0 para 1,5M, propiciou um aumento da camada do recobrimento ceramico
evidenciado na Figura 35a, pelo crescimento de cristais em maior concentragéo
do que o observado na Figura 34a.

Destaca-se que micrografias semelhantes a da Figura 35a foram obtidas
por Sadat-Shojai et al. (2013) também para amostras de PHB expostas a

solugao de SBF.

4.1.2.5 Microscopia 6tica (MO)

As imagens de microscopia 6tica foram realizadas nas amostras de PHB
Puro (Figura 36), PHB atacado com a solugao de H;0, (Figura 37), PHB
atacado e submetido a solugcdao da SBF 1,0 e 1,5M (Figuras 38 e 39
respectivamente), para também inferir se houve deposigéo de material sobre as
amostras do PHB.

As imagens obtidas para as diferentes amostras de PHB estudadas estao
apresentadas nas Figuras 36 a 39, divididas em (a) e (b), para destacarem o

aumento de X350 e X2100 respectivamente, com escalas iguais de 50um.
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Figura 36: Microscopia 6ptica das amostras PHB Puro (a e b).

Figura 37: Microscopia optica das amostras PHB atacado com solugdo de H,0, (ae b)

Figura 38: Microscopia 6ptica das amostras PHB atacado com solugdo de H,0, e exposto a
solugéo de SBF 1,0M (a e b).
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Figura 39: Microscopia 6ptica das amostras PHB atacado com solugdo de H,0, e exposto a
solugdo de SBF 1,5M (a e b).

Analisando as micrografias, verifica-se que apds a exposicdo do
polimero a solugao de SBF, tanto na concentracdo de 1,0M e 1,5M, houve a
formacdo de uma camada superficial nas amostras de PHB. Sendo que para
concentragédo da SBF a 1,5M desta solugao (Figura 39), encontrou-se uma
deposi¢cdo mais homogénea em relacdo a concentragcdo de 1,0M (Figura 38),
resultado semelhante ao que foi detectado na microscopia eletrénica de
varredura (MEV). Desta forma, pode-se inferir mais uma vez que a obtencao
deste recobrimento sobre estas é um indicativo de que o mesmo melhorou sua
interagdo com o meio biolégico, e mais, comporta-se como um substrato
eficiente para o crescimento 6sseo, uma vez que a solucdo de SBF representa
um fluido corporal inorganico sintético composto pelos elementos da fase
ceramica presente no tecido ésseo (fosfatos de calcio).

E oportuno salientar que os resultados da microscopia ética encontram-
se de acordo com os resultados obtidos nos ensaios anteriormente, que
confirmam a presengca de um recobrimento de fosfato de calcio sobre as

amostras de PHB atacado.




4.1.2.6 Microscopia de for¢a atémica (AFM)

As imagens de microscopia de forga atdmica foram realizadas em todas
as amostras do PHB citadas nesta primeira etapa de avaliagdo da bioatividade.
Isto, ndo sé para inferir um recobrimento sobre o PHB, mas também para
verificar a alteragao topografica da sua superficie, principalmente quanto a sua
rugosidade. As micrografias desta analise estao representadas nas Figuras 40 a
47. As imagens estdo apresentadas em trés dimensdes, enquanto que os
graficos se encontram nos eixos “x” e “y”. Todos padronizados em unidades
micrométricas.

As Figuras estdao assim apresentadas: a 40 e 41, PHB Puro; 42 e 43,
PHB atacado; 44 e 45, PHB atacado + SBF a 1.0M e finalmente 46 e 47, PHB
atacado + SBF a 1.5M.

Figura 40: Microscopia de forga atémica da amostra PHB Puro

Altura Jgm
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Figura 41: Varredura topografica da amostra PHB Puro,
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Observando a Figura 40, verifica-se que a superficie da amostra de PHB
Puro é constituida por uma topografia irregular, com espiculas pontiagudas de
variadas dimensdes em toda sua extensao, constatando de que se trata de uma
superficie rugosa. Na representacao grafica desta amostra, Figura 41, pode-se
medir a altura destas elevagdes, partindo do ponto mais profundo até o mais
alto, que para esta amostra foi de 0,20pm, com um tragado correspondente a
rugosidade desta superficie.

A Figura 42 ilustra a superficie da amostra de PHB que foi submetida ao
ataque quimico com a solugdo de HyO,. Verifica-se entdo que a superficie do
polimero apresenta-se ainda com topografia irregular, rugosa, porém com um
arredondamento nas espiculas pontiagudas, onde claramente verifica-se que a
altura destas espiculas e sua profundidade diminuiram em relacido ao PHB
Puro. Ficando em torno de 0,12um, como ilustra a Figura 43. Atribuindo a esta

solugdo uma acgao niveladora desta superficie.
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Figura 42: Microscopia de forca atémica da amostra PHB Atacado
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Figura 43: Varredura topografica da amostra PHB atacado.
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Analisando a Figura 44 confirma-se, assim como ja visto na MEV, que
nas amostras de PHB que foram expostas a solugdo de 1.0M de SBF, a camada
do recobrimento obtido foi heterogénea, pois se verifica na Figura 45 que,
mesmo com uma tendéncia a regularizar a superficie, manteve varias elevagées
caracteristicas do proprio polimero estudado. Infere-se ainda que na maior parte
da superficie desta amostra, a espessura obtida neste recobrimento foi em torno
de 0,095um.

Analisando a Figura 46, confirma-se a relativa homogeneidade da
camada do recobrimento obtido nas amostras de PHB que foram expostas a
solucdo de 1,5M de SBF, pelo fato de que, nesta imagem da MFA, é possivel
verificar duas topografias distintas: uma com tendéncia a planificacdo, onde
supostamente houve uma deposicao do fosfato de calcio, e a outra mais
irregular, com algumas elevagdes, entretanto, com altura e quantidade bem
mais reduzidas que as observadas na imagem de MFA da Figura 44 (PHB
exposto a solugao de SBF 1.0M).

Figura 44: Microscopia de forga atdmica da amostra PHB atacado e exposto a solugdo de SBF
1,0M
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Figura 45: Varredura topografica da amostra PHB atacado e exposto & solugdo de SBF 1,0M.
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Figura 46: Microscopia de forca atémica da amostra PHB atacado e exposto a solugdo de
SBF 1,5M.
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Figura 47: Varredura topografica da amostra PHB atacado e exposto a solugio de SBF 1,5M

PHB atacado + SBF a 1.5M

Corroborando com esta colocagdo, podemos ver no grafico da Figura
47, onde a altura dos picos sdo menores, devido a base do substrato (amostras
do PHB) ter sido recoberto com a camada da SBF a 1.5M, houve diminuigdo na
quantidade destes picos em relagéo ao grafico da Figura 45 (SBF 1,0M), isto &,
uma regularidade no trago horizontal. Com isto, verifica-se entdo que a
espessura obtida pelo recobrimento foi em torno de 0,4 a 0,6um, presentes em

quase toda extensao desta superficie.

4.1.2.7 Angulo de contato/ molhamento

Um parametro util para prever a interagao de um biomaterial (no caso,
as placas de PHB) com o meio biolégico (a solucao de SBF) é a sua
molhabilidade, que esta diretamente relacionada com a energia superficial do
material. Para caracterizar a molhabilidade da superficie das placas de PHB
estudadas foi utilizada a medida do angulo de contato da gota de um liquido

(agua) na superficie das amostras, conforme ilustrado na Figura 48.
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Figura 48: Fotografias ilustrativas da determinagéo do angulo de contato das amostras de PHB:
atacado (a), atacado e em contato com SBF 1,0M (b) e atacado e em contato com
SBF 1,5M.

A Figura 49 mostra os resultados obtidos para o angulo de contato/

molhamento das amostras de PHB.

Figura 49: Resultados da determinacso do angulo de contato das amostras de PHB estudadas.
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Por meio da analise dos resultados apresentados na Figura 49 pode-se
verificar que a amostra PHB puro apresentou o maior angulo de contato
(=71,00%, dentre as quatro amostras estudadas, corroborando com os
resultados de Wang et al. (2005).

A amostra do PHB atacada com o perdxido de hidrogénio apresentou
menor angulo de contato em relagdo ao PHB puro, pois o peréxido de
hidrogénio provavelmente diminuiu a tensdo superficial do polimero, pelo
aumento da polaridade, diminuindo assim o angulo de contato com a agua,
indicando uma maior molhabilidade da superficie, o que se encontra de acordo
com o relatado por Zhang et al. (2008).

As amostras que foram submetidas ao contato com as solugdes de SBF
apresentaram medidas de angulo de contato decrescentes, onde se pode
observar que o aumento da concentracdo da solugao de 1,0M para 1,5M
ocasionou uma diminui¢do do angulo de contato, o que indica um provavel
recobrimento ceramico (hidrofilico) obtido na superficie das placas. Observa-se
ainda que a amostra PHB/1,5M de SBF foi a que apresentou a maior
molhabilidade, ou seja, 0 menor angulo de contato (=50,00°).

Os resultados obtidos para o molhamento da superficie do polimero, a
partir das medidas de angulo de contato (quanto menor o angulo de contato,
maior 0 molhamento), apresentaram valores decrescentes com ¢ aumento da
concentragido da solugdo de SBF. Isso indica que a exposigéo da superficie do
PHB com a solugdo de SBF foi benéfica, evidenciando que as placas do
polimero atuaram como substratos eficientes para o crescimento da fase
cerdmica (fosfato de calcio) semelhante a encontrada nos tecidos 6sseos, sendo
este um indicativo de que o PHB apés o ataque, evidenciou uma superficie mais
receptiva e hidrofilica em relagdo com este meio.

Desta forma, apos todos os resultados desta avaliagdo, pode-se afirmar
que o PHB comportou-se como um polimero receptivel com o meio biologico,
principalmente apds ter sido atacado com perdxido de hidrogénio, sendo,
portanto um substrato eficiente para o crescimento ésseo, uma vez que a

solugdo de SBF representa um fluido corporal sintético composto pelos
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elementos quimicos presentes na ceramica do tecido ésseo (fosfatos de calcio),

sendo este um indicativo de que o PHB interagiu com o meio bioldgico.

4.2 Avaliacao da biodegradabilidade
4.2.1 Procedimento (A)

Neste primeiro procedimento (A) - (Figura 19), foram caracterizadas as
amostras do PHB Puro com recobrimento (que tiveram contato com a solugéo
de SBF a 1.5M) e sem recobrimento. Todas foram submersas no meio de
degradacdo (PBS + Lisozima), com intervalos de exposicoes de 30 dias

(renovando-se o meio) até completar os 180 dias.

4.2.1.1 Determinagao da perda de massa (Peso)

Na Tabela 15, tém-se os resultados do primeiro ensaio de
biodegradacao, segundo as variagoes de massa observadas para os intervalos
de exposicao (de 30 a 180 dias) e as denominagdes dos corpos de prova
utilizados neste ensaio: tipo 1 (PHB + PBS), tipo 2 (PHB + PBS + Lisozima), tipo
3 (PHB e SBF a 1.5M + PBS) e tipo 4 (PHB e SBF a 1.5M + PBS + Lisozima).

Tabela 15: Variagéo percentual de massa no ensaio de biodegradacéo

Retirada | Tipo 1 Tipo2 Tipo3 Tipo 4
30dias | 0,19% -0,14% -0,22% -0,11%
60dias | 0,17%  -0,09% -0,10% -0,13%
90 dias | 0,55%  -0,15% -0,29% -0,37%
120 dias | 0,08% 0,04% -0,13% -0,15%
150 dias | 0,15%  -0,24% -0,46% -0,09%
180 dias | 0,38%  -0,08% -0,44% -0,01%
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A principio, nao foi observada uma variagdo consistente dos valores
obtidos. Isto se deve basicamente a dois efeitos que ocorrem simultaneamente:
ganho de massa resultante da absor¢ao de fluido pelo corpo da amostra, devido
a afinidade fisico-quimica entre os componentes, e perda de massa devido a
biodegradacédo. Como esses dois fendbmenos ocorrem em proporgdes néo
sistematicas, os resultados se mostram aleatérios. Nos corpos de prova do tipo
1, por exemplo, ocorreu apenas ganho de massa, nos do tipo 3 e 4 apenas
perda e, nos do tipo 2, ganho e perda.

4.2.1.2 Termogravimetria (TG/DTG)

Nas Figuras 50 a 54 encontram-se as curvas termogravimétricas obtidas
das amostras de PHB Puro (sem contado com PBS e Lisozima) e as submetidas
ao ambiente de biodegradacéo in vitro. Estas amostras estao especificadas em:
tipo 1, 2, 3 e 4 (Tabela 12) para os intervalos de exposi¢ao de 60 (a) e 180 (b)

dias. As curvas referentes ao intervalo de 120 dias encontra-se no Anexo 1.

Figura 50: Termogravimetria do PHB Puro, que n&o foi submetido ao ambiente de
biodegradacéo in vitro.
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Figura 51: Termogravimetria das amostras tipo 1 (PHB+PBS) submetidas ao ambiente de
biodegradagéo in vitro: (a) 2 meses e (b) 6 meses.
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Figura 52: Termogravimetria das amostras tipo 2 (PHB+PBS+Lisozima) submetidas ao ambiente
de biodegradacéo in vitro: (a) 2 meses e (b) 6 meses.
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Figura 53: Termogravimetria das amostras tipo 3 (PHB+PBS+SBF 1,5M) submetidas ao
ambiente de biodegradagéo in vitro: (a) 2 meses e (b) 6 meses.
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Figura 54: Termogravimetria das amostras de PHB tipo 4 submetidas ao ambiente de
biodegradacéo in vitro: (a) 2 meses e (b) 6 meses.
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Analisando estas termogravimetrias, observou-se nos 4 tipos de
amostras que, a uma temperatura média de aproximadamente 228°C, inicia-se a
decomposicdo térmica do polimero, concluindo proximo de 321°C com uma
reducéo de massa em torno de 98%.

A biodegradagéo das pecgas ndo ocasionou deslocamento significativo
das curvas desta TG e DTG, de modo que quanto maior o tempo de exposigao
da amostra, mais baixa a temperatura de inicio da decomposicdo. Isto ocorre,
portanto, devido a biodegradac¢ao resuitar na quebra das cadeias poliméricas e
diminuicdo das cadeias atadoras, diminuindo a resisténcia térmica do material e
facilitando a decomposigao sob efeito da temperatura.

Estes resultados corroboram com os observados por Weng et al. (2011)
e Barud et al. (2011) que também nao observaram mudanga nos perfis de

curvas de TG para amostras de PHB expostas a biodegradacao in vifro.

4.2.1.3 Calorimetria diferencial exploratoria (DSC)

Na Figura 55, encontram-se as curvas de DSC obtidas para as amostras
de PHB submetidas aoc ambiente de biodegradacéo in vitro: Figura 55a (PHB +
PBS + Lisozima) e Figura 55b (PHB e SBF a 1.5M + PBS + Lisozima), para os
intervalos de exposi¢ao de zero a 180 dias.

Por meio das curvas de DSC obtidas para o PHB puro, verifica-se um
evento endotérmico, em torno de 170°C referente a fusdo (Tm) do PHB. Perfis
de DSC para o PHB puro ja foram descritos por Barud et. al. (2011). Ressalta-se

gue apenas polimeros semicristalinos como o PHB, exibem Tm.
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Figura 55: DSC das amostras de PHB Puro e as submetidas ao ambiente de biodegradacgéo in
vitro: (a) PHB+PBS+Lisozima e (b) PHB+SBF 1.5 M+PBS+Lisozima.
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Analisando conjuntamente todas as curvas de DSC apresentadas na
Figura 55, verifica-se que a biodegradacgao in vitro, de zero a 180 dias, nao
modificou notadamente a estrutura do PHB, tanto para as amostras recobertas
com a solugao de SBF a 1.5M, Figura 55b, como as sem recobrimento. Apenas
as que tiveram contato com a PBS com Lisozima, Figura 55a, uma vez que se
observa exatamente os mesmos eventos térmicos que os apresentados pelo

PHB puro, em que estes ocorrem praticamente nas mesmas temperaturas.

3.2.2.1.4 Analise termomecanica (TMA)

O coeficiente de expansao térmica obtido nas amostras desta analise foi

constituidos por trés materiais: o ago inoxidavel 316 L, o osso bovino e o PHB,
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medidos na faixa de 30 a 50°C. Os resultados estao apresentados na Figura 56
e na Tabela 16.

Figura 56: Grafico dos resultados dos coeficientes de expansao térmica.
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Tabela 16. Coeficiente de expanséo térmica.
Materias Coeficientes de expansao térmica (um/°C)
PHB 0,474
Osso bovino 0,394
Aco inoxidavel 316 L | 0,064

Estes dados mostram que, do ponto de vista de variagao dimensional no
organismo, o PHB & muito mais adequado, pois expande aproximadamente

igual ao osso e isto gera menos tensionamento entre o 0osso e o implante.
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4.2 1.5 Viscosimetria

Na Figura 57 e na Tabela 16, encontram-se as massas molares
viscosimétricas meédias obtidas para as amostras de PHB submetidas ao
ambiente de biodegradacéo in vitro (solugdo tampéo de PBS + lisozima). Esses
resultados apresentados sao para as amostras: PHB puro e para as amostras
submetidas a biodegradagaoc durante os tempos de 60, 120 e 180 dias.

As amostras utilizadas neste ensaio, como ja descritas em outros
ensaios, sdo de quatro tipos: Tipo 1 (PHB imerso em solugao tampéo de PBS),
Tipo 2 (PHB imerso em solugdo tampdo de PBS + lisozima), Tipo 3 (PHB,
submetido a solugao de 1,5M de SBF e imerso em solugcdo tampéo de PBS) e
Tipo 4 (PHB, submetido a solucédo de 1,5M de SBF e imerso em solugdo tampao
de PBS + lisozima).

Tabela 17. Massa molar viscosimétrica das amostras submetidas a biodegradag¢io.

Amostra Tempo Massa Molar Viscosimeétrica

60 dias 37112 £ 208

Tipo 1 120 dias 35397 £ 234
180 dias 33725+ 318

60 dias 42327 + 364

Tipo 2 120 dias 27094 + 615
180 dias 26099 £ 217

60 dias 37635 £ 851

Tipo 3 120 dias 27094 + 55
180 dias 23363 £ 615

60 dias 41512 £ 220

Tipo 4 120 dias 38232 + 339
180 dias 21666 + 449

PHB Puro 44005 + 113

Para todas as amostras, observou-se uma diminui¢do crescente na
massa molar, chegando, em alguns casos, a metade do valor inicial (polimero
puro), comprovando a ocorréncia do fenémeno da biodegradagao.

Comparando os resultados das amostras do tipo 1 e 2, observamos uma
maior reducdo de massa molar no tipo 2, uma vez que a presenga da lisozima

intensifica a biodegradacéo. Os resultados para as amostras do tipo 3 e 4 nao
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sao totalmente confidveis, uma vez que a camada ceramica observada nelas
pode ter sido dissolvida juntamente com o polimero durante a preparagéo da
solucao polimérica, mascarando as massas molares obtidas.

Por meio dos resultados da massa molecular do PHB exposto a
biodegradacao in vifro (PBS + lisozima) verifica-se que ocorreu, ao final de 180
dias, uma queda em média de 38% em relagdo a massa molecular

viscosimétrica media do polimero puro.

Figura 57. Massas molares viscosimétricas medias das amostras de PHB submetidas ao
ambiente de biodegradagéo in vitro.
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Analisando isoladamente tal resultado, este seria um indicativo de que o
PHB sofreu biodegradacao nas condigbes estudadas nesta tese. No entanto,
como observado anteriormente no resultado de TG, ndo ocorreram alteragées
consideraveis que indicassem ter havido dano substancial durante os testes de

avaliagao da biodegradabilidade.
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4.2.1.6 Espectroscopia da regido do infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

Na Figura 58, observamos os espectros FTIR de uma amostra de PHB
Puro, ndo biodegradado. Podemos observar a presenga de bandas intensas
referentes aos estiramentos C-C, C-O e C=0, em aproximadamente 980, 1280 e
1720 cm™, respectivamente. Além dessas, temos também algumas bandas mais

fracas, proximas a 2870 e 1380 cm™, referentes aos grupos metila e metileno.

Figura 58: Espectro FTIR de uma amostra de PHB nao biodegradadas.
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Na Figura 59, encontram-se os espectros FTIR das amostras expostas
ao meio biodegradavel durante 60, 120 e 180 dias em comparagaoc com o
espectro do polimero puro, nao biodegradado. A principio, nao € possivel
observar em nenhum dos quatro tipos de amostras, Tipo 1 (PHB imerso em
solugdo tampéao de PBS), Tipo 2 (PHB imerso em solugdo tampdo de PBS +
lisozima), Tipo 3 (PHB, submetido a solucdo de 1,5M de SBF e imerso em
solucéo tampao de PBS) e Tipo 4 (PHB, submetido a solugao de 1,5M de SBF e
imerso em solugdo tampao de PBS + lisozima), diferencas marcantes entre o
polimero puro e o polimerc degradado, pois os picos apresentados sao

praticamente os mesmos. Isso se da, provavelmente, pelo fato das bandas
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caracteristicas dos grupos gerados pela biodegradagcdo se sobreporem as

bandas ja existentes, ou a biodegradagdo nao ter gerado novos grupos

quimicos.

Figura 59: Espectros FTIR das amostras biodegradadas durante 60, 120 e 180 dias.

PHB Puro

PHB
2 meses [ 2 meses
’ 4 meses | 4 meses
P 6 meses ; 6 meses
| b i }
i i Sl
| : ;‘
I3 !
{r g l 'g!
’ i
o0 & L b ! _‘:‘ :1 i‘
' ,l.l »‘ ]‘1
o2 Fl | et
i
2 £ o I LA "nj
a @ { o B ' N
04 i L
s 1 i
2 4 i i
a8 4
o8 10
wn 000 20 100 e e e X0 @ 2w e e
Numero de onda (:m'1) Nimero de onda (cm'1;
Tipo 1 Tipo 2
PHB Puro PHB |
2 Meses 2 meses
4 Meses 4 meses
— 6 Meses 6 meses
|
I
i
1w
00 ' 1‘ ! ’WIHJ o0
02 il E o
G
_ 1| l‘ i -
B | & ] ¥ §
2 il g ot
é os : l‘ é
é § i g t |
v | i“ J;F i i ‘-l
Aty a8 T L (ke
B e ST e N wx %9 2 1000
ﬁﬁmendnmn(cm") Nﬂmodaunda(cm‘1)
Tipo 3 Tipo 4

Destaca-se mais uma vez as bandas de absor¢do de infravermelho
observadas: estiramento da ligagdo C-O (1100 cm™) e C=0 (1730 cm™) do
éster, deformacao assimétrica das ligagdes C-H (1450 cm™), radicais CH; (2900
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cm™"} e radicais CH3 (1300 cm™), estiramento das ligacdes =C-H (955 cm™) e
=C-O (800 cm™).

Desta forma, mesmo nestes resultados de FTIR, ndo apresentando
indicativos de biodegradabilidade do PHB nas condigées estudadas neste
periodo de tempo, outros resultados, como foi 0 caso das massas molares
viscosimétricas médias, tiveram redugcdo com a exposicao deste polimero no
ambiente de degradacgéo.

Os resultados destas andlises estao de acordo com o trabalho feito por
Freier et. al. (2002), onde afirmam que a degradagdo do PHB in vitro a 37°C em
uma solugdo tampfo apresenta perda de massa apés 180 dias, mas o
decréscimo de massa molar se inicia apos 80 dias. Neste pericdo ha uma
permeabilizacdo da agua na estrutura do polimero. A hidrélise ocorre em duas
etapas. quebra das cadeias amorfas e cristalinas da matriz polimérica, o que
leva ao decréscimo da massa molar, e perda de massa, ¢ que ocorre quando a
massa molar atinge o valor de 13.000. Neste trabalho os autores concluiram que
o PHB tem uma meia vida de 1 ano a 37°C, porém € acelerado quando o PHB &
adicionado de poli(L-lactato) (PLLA). Este longo periodo & viavel quando o
material & utilizado para regeneracdo tecidual e deve ser mantido por muito

tempo em uma funcéo, auxiliando mais eficazmente esta.

4.2.1.7 Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas deste polimero foram avaliadas por meio de
ensaios destrutivos e com baixa velocidade de aplicagao de carga. Foram eles:
tragao e flexao.

Para o ensaio de tragdo, um exemplo de curva tensao-deformagéo do
PHB Puro encontra-se na Figura 60 e os valores obtidos estdo na Tabela 18. Os
resultados estao de acordo com os esperados para este polimero, onde se

apresenta como um material fragil.
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Figura 60: Exemplo de curva Tens&o x Deformagao do PHB.
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Tabela 18. Propriedades mecanicas em tracao do PHB

Tensao Maxima (MPa) 294+09
Tensao de Ruptura (MPa) 294109

Deformacao de Ruptura (%) 5107

Na Tabela 19, temos a evolugdo das propriedades mecanicas das
amostras de PHB expostas a biodegradagéo. Podemos observar que a tensao
de ruptura e o alongamento maximo mantiveram-se praticamente constantes
durante os 180 dias de exposicao, ou seja, a resisténcia mecanica das pegas €
mantida. Esse fato é extremamente interessante, uma vez que em aplicacdes
ortopédicas as pecas estdo constantemente submetidas a esfor¢os mecéanicos,
logo essa manutencao de propriedades mecanicas e desejavel. Principalmente

até os 90 dias, quando neste periodo ja tem ocorrido a consolidagao 6ssea.
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Tabela 19. Propriedades mecanicas em tracdo das amostras de PHB submetidas &
biodegradacao.

PHB Tens&do Maxima (MPa) Deformac¢do de Ruptura (%)
0 dias 29,4+0,9 5107

30 dias 31,840,3 47105

60 dias 34 5+1,3 4,103

90 dias 28,9+0,8 4,910,2

150 dias 30,104 4,1£0,1

180 dias 26,810,7 3,401

Na Figura 61 encontram-se as curvas tensao x deformacao para as
amostras de PHB submetidas aoc ambiente de biodegradacao in vitro (solugao
tampao de PBS + lisozima), para os tempos de 60, 150 e 180 dias.

Avaliando o comportamento das curvas tensao x deformagao, tanto para
as amostras de PHB expostas a biodegradagéo in vitro, quanto para o PHB
puro, verifica-se que houve uma tendéncia discreta de reducao da resisténcia a
tragdo com o aumento do tempo de biodegradag¢ao. No entanto esta redugao foi
em torno de 8,8%, ja que para o PHB puro a resisténcia a tragdo encontrada foi
de 29,4 MPa e para o PHB exposto ao ambiente de biodegradac¢ao por 180 dias
foi em torno de 26,8 MPa. Assim, verifica-se que o tempo exposto neste
ambiente de biodegradagdo nao comprometeu a resisténcia deste PHB.
Deduzindo-se, portanto, que 0 mesmo e polar, pois, com massa molar
relativamente baixa, ele mantém a integridade.

Vale ressaltar que os resultados de resisténcia a tragao para o PHB
Puro obtidos nesta tese foram ligeiramente superiores aos reportados por

Graupner e Missig {(2011), que relataram valores de aproximadamente 28 MPa.
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Figura 61: Resisténcia & tracdo das amostras de PHB submetidas ao ambiente de
biodegradacéo in vitro
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O ensaio de flexdo foi realizado segundo as normas estabelecidas e
descritas anteriormente. Este procedimento foi feito apenas para a amostra do
PHB Puro, com a finalidade de confirmar os dados obtidos deste biopolimero,
aos dados ja existentes do mesmo em outras pesquisas. Estes resultados se

encontram na Figura 62 e na Tabela 20.

Figura 62: Curva da tens&o x deformagao do PHB em flexao.
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Tabela 20: Resultados do ensaio de flexdo do PHB.

Ensaio de flexdo

Deslocamento maximo (%) 4,4
Tensdo maxima (MPa) 53,6
Médulo (GPa) 1,87

Todos os resultados obtidos neste ensaio estao de acordo com os ja
pesquisados, principalmente o mddulo de elasticidade que & de 1,87 GPa,
enquanto que os resultados estudados ficam em uma faixa de 1.8 a 3.2 GPa.

Confirmadas as caracteristicas das propriedades mecéanicas do PHB,
como um material fragil, Withey et. al. (1999), explica a causa e propode solugao
para melhorar as propriedades deste biopolimerc. O PHB €& um material
produzido por fermentagdc bacteriana, estereorregular, com auséncia de
heterogeneidades que atuariam como eficientes agentes nucleantes para este
polimero, exibindo, portanto, uma baixa densidade de nucleacdo. Em
decorréncia desta situagao, a cristalizagéo, mediante o resfriamento lento em
um molde, produz um material com esferulitos grandes e, com o tempo de
armazenamento, um processo de cristalizagao secundaria ocorrera, induzindo a
fragilizagdo do polimero. Assim, a adi¢gdo de um agente nucleante mostra-se de
fundamental importancia, permitindo que o material se cristalize em uma
temperatura maior, com uma estrutura cristalina mais refinada (maior nimero de
esferulitos e muitos menores), apresentando assim propriedades mecanicas

melhoradas.

4.2.2 Procedimento (B)
Neste segundo procedimento (B), foram analisadas as amostras do PHB

atacado e PHB sem ataque, imersas na solugdo tampao (PBS) e lisozima, por

um periodo de 28 dias, com troca desta solu¢éo de 7 em 7 dias, Tabela 13.
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4.2.2.1 Variacdo de massa (Peso)

Os valores dos pesos das amostras de PHB submetidas a este
ambiente de biodegradagao estdo apresentados na Figura 63. Na ultima coluna
desta figura, esta referenciado também o PHB sem ataque com exposicdo de
180 dias no mesmo ambiente de degradacdo, tendo, como finalidade, uma
analise comparativa em relagdo ao tempo de exposicdo e sua eventual
biodegradacgao.

Figura 63: Pesos das amostras de PHB submetidas ao ambiente de biodegradacgé&o in vitro
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Analisando os resultados, verifica-se que nao ocorreu variagéo
significativa no peso das amostras expostas a biodegradagao, considerando
tanto as placas de PHB atacadas previamente com perdxido de hidrogénio,
quanto as nao atacadas. O efeito mais significativo € que o peso em 180 dias €

praticamente o mesmo do tempo de inicio do ensaio.



4.2.2.2 Calorimetria diferencial exploratéria (DSC).

As representacdes graficas desta caracterizacdo estdo contidas nas
Figuras 64 a 66, com as seguintes denominagdes: Figura 64, PHB Puro. Figura
65, PHB atacado e Figura 66, PHB atacado e imerso ao ambiente de
degradacgéao (PBS + Lisozima).

Figura 64: DSC da amostra de PHB Puro.
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Figura 65: DSC da amostra de PHB atacado com perdxido de hidrogénio.
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Figura 66: DSC da amostra de PHB atacado + PBS + Lisozima {28 dias).
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Observando conjuntamente todas as curvas de DSC apresentadas
nestas Figuras, verifica-se que a biodegradacgao in vifro, de zero a 28 dias, nao
modificou a estrutura do PHB, tanto para a amostra atacada com H;0,, quanto a
atacada e imersa no ambiente de biodegradagdo, uma vez que se observam
exatamente os mesmos eventos térmicos que os apresentados pelo PHB puro,

onde estes ocorrem praticamente nas mesmas temperaturas.

4.2.2.3 Microscopia de forga atémica (AFM)

Nas Figuras 67 a 74, encontram-se as imagens obtidas por AFM para as
amostras do PHB Puro, PHB somente atacado, PHB atacado e submetido a
biodegradacdo e o PHB sem ataque submetido também ao ambiente de
biodegradacéao in vitro (solucao tampao de PBS + lisozima), em um tempo de 28
dias. As amostras do PHB Puro e somente atacadas (Figuras 67 a 70) ja estao
descritas na primeira parte da avaliagido da Bioatividade. Reapresentamos
novamente com o objetivo de facilitar a comparagdo com os resultados

seguintes.
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Figura 67: Microscopia de forga atémica da amostra PHB Puro

Figura 68: Varredura topografica da amostra PHB Puro.

et PHB Puro ﬂ

&
%‘%ﬁh

T

50

Mo
(43}
Lo

G0 50 100 150 200
Hm




Figura 69: Microscopia de forga atémica da amostra PHB somente atacado.
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A microscopia das amostras do PHB atacadas e depois imersas na
solucdo de PBS + Lisozima, apresentadas na Figura 71, evidencia duas
situacbes distintas: uma, observam-se espiculas maiores, com pontas
arredondas, semelhantes as imagens encontradas nas amostras do PHB que
foram somente atacadas, mas, em menor propor¢ao. E a outra, com tendéncia a
planificacao, caracteristica de uma superficie menos rugosa, predominante,

confirmada na Figura 73, quando foi submetida apenas a solugao do PBS +
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Lisozima. A Figura 72 apresenta o grafico correspondente a caracteristica da
superficie da Figura 71, onde ilustra uma diminuigédo da rugosidade, mas com
alguns picos referentes a primeira situagcdo, correspondendo as elevagdes

arredondadas, descritas anteriormente.

Figura 71: MFA das amostras de PHB atacadas com H,0; e submetidas ao ambiente de
biodegradacao (PBS + Lisosima) in vitro.

Alara 197

Figura 72: Varredura topografica das amostras de PHB atacadas com H,0;, e submetidas ao
ambiente de biodegradagao (PBS + Lisosima) in vitro.
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As Figuras 73 e 74 correspondem as amostras do PHB sem ataque e

submetidas a solugdo de PBS + Lisozima. Elas ilustram uma superficie com

159



tendéncia a planificagao, isto €, menos rugosa. Resultado de uma acgdo de
biodegradacdo quimica que, mesmo ndo chegando a influenciar
significativamente na perda de peso e na estrutura fisica das amostras, levou a
uma diminuicdo homogénea da rugosidade confirmada pela altura do ponto
mais alto desta amostra, que € de 0,10 ym, comparado com o PHB Puro, que foi
de 0,150 pm. Outro fato que chama ateng¢ao na Figura 74 &€ a ocorréncia de
registros graficos de algumas erosdes, ao longo da superficie desta amostra,
manifestado pela negatividade (0,08 mu) projetada pela margem inferior do
grafico no eixo “y”. Fato este percebido apenas na Figura 69, do PHB atacado,
onde constata uma profundidade menor, em torno de 0,06 mp. Corroborando
com a funcao de serem, as duas solugdes (peroxido de hidrogénio e a PBS +

Lisozima), ambientes de degradagao.

Figura 73: Imagem obtida por MFA das amostras de PHB sem ataque superficial com H,0; e
submetidas ao ambiente de biodegradagéo ((PBS + Lisozima) in vitro.
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Figura 74: Varredura topografica das amostras de PHB sem ataque superficial com H,0, e
submetidas ao ambiente de biodegradacdo (PBS + Lisozima) in vitro.

: PHB sem ataque + PBS + Lisozima
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Com isso, podemos inferir que, baseado nestes resultados da MFA,
estas amostras do PHB sem ataque também evidenciaram uma pequena
degradagdo das suas superficie, com espessura entre 0,02 e 0,04 um. Mas,
como a degradacgao ocorrida na superficie deste PHB foi de minima proporgéo,

deduz-se que nao houve danos na estrutura do polimero.

4.3 Avaliagao da biocompatibilidade

Para a avaliagao da biocompatibilidade das amostras do biopolimero
PHB Puro, foram realizados os ensaios de analise da citotoxicidade através da
determinagdo da porcentagem da viabilidade celular, utilizando o metodo do
MTT, Figura 75 e Tabela 21 e a determinagéo da produgdo de éxido nitrico
(NO), apresentado na Figura 76 e na Tabela 22.
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Figura 75: Determinag&o da porcentagem da viabilidade celular, utilizando o método do MTT,
quando em contato com o PHB.
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Tabela 21: Viabilidade celular quando em contato com o PHB em relagéo ao grupo controle.

Viabilidade celular

Media (%) Desvio padrao (%)
PHB 87,22 10,60
Controle 100 5,59

Por meio da analise da viabilidade celular do PHB comprova-se que este
€ um polimero biocompativel com o ambiente biolégico, pois foi observada uma
viabilidade celular altissima, muito proxima a do grupo controle, evidenciando
que este polimero apresenta citotoxicidade minima através deste método.
Resultados similares para a biocompatibilidade do PHB foram descritos por Ou
et al. (2011). Entretanto, o teste colorimétrico de MTT representa uma avaliagao
inicial, constituindo uma importante etapa na avaliagcdo da biocompatibilidade,
pois permite a racionalizagdo da experimentacéo in vivo, com diminuicdo de

custos e de animais nas analises obrigatérias seguintes.
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Quanto a analise da produgao de oxido nitrico, & importante destacar
que o tempo médio de vida do NO & curto, o que significa que a permanéncia do
mesmo no organismo € baixa. Isto torna muito dificil alcangar uma
monitorizagdo apurada do NO in vivo. Desta forma, a producdo de NO em
cultura de celulas pode ser estimada através do actimulo do nitrito (NO2), que é
0 produto de convers@o estavel do 6xido nitrico. Esta mensuracdo pode ser
realizada através de um ensaio colorimétrico para NO, conhecido como método
de Griess (Green et al., 1982). A Figura 77 e a Tabela 22 apresentam os
resultados da producao de oxido nitrico (NO) pelos macrofagos quando em

contato com PHB, com controle negativo e com LPS como agente estimulador.

Figura 76: Determinagcdo da produg&o de oxido nitrico (NO) pelos macréfagos quando em
contato com PHB, controle negativo e LPS.
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Tabela 22: Producéo de oxido nitrico (NO) pelos macrofagos quando em contato com PHB e

grupo controle.

Producao de éxido nitrico (NO)

Média (umols/mL) Desvio padrao (umols/mL)
PHB 3,54 0,19
CN 3,45 0,07
LPS 9,47 0,73

Todos estes resultados da produgao de 6xido nitrico (NO) estao em
consonancia com os obtidos no teste calorimétrico do MTT, confirmando mais

uma vez o comportamento atéxico do PHB em avaliagao in vitro.
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5 CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos nesta pesquisa pode-se concluir que:

O PHB, apds o ataque com a solugdo de perdxido de hidrogénio,
modificou quimicamente sua superficie, tornando-se mais reativa e
facilitando a obtengdo de um recobrimento ceramico de fosfato de calcio,
fato este, comprovado por meio das técnicas de DRX, FTIR, EDS, MEV,
MO e MFA, apés as placas de PHB serem submetidas ao contato com
um ambiente mimetizando o fluido corporeo.

O aumento da hidrofilicidade do PHB foi comprovada pela diminui¢do do
angulo de contato, confirmada pela molhabilidade, nesta ordem. PHB
puro < PHB atacado < PHB atacado recoberto com SBF A 1,5M .
Apresentou discreta biodegradagao superficial, quando posto em contato
por 180 dias com a solugdo tampao (PBS + lisozima), mimetizando
também o fluido corpéreo, uma vez que ndo foram observados danos
estruturais nas placas poliméricas como comprovado pelas técnicas de
TG/DTG, DSC, FTIR e AFM.

As propriedades mecéanicas das placas de PHB tiveram resultados
préximos aos originais, mesmo apoés terem sido submetidas a 180 dias de
biodegradacédo com PBS + lisozima, onde a redugao da resisténcia a
tracao foi de apenas 8,8% ao final deste periodo.

O PHB é comprovadamente um polimero biocompativel, pois apresentou
uma viabilidade celular altissima, tanto pelo método do MTT, que foi de
87,22% para um grupo controle de 100%, como pela produgéo de oxido
nitrico (NO) que chegou a 3,54 umols/mL, quando o controle negativo
(CN) e o agente estimulador (LPS) chegaram a 3,45 e 9,47 pmols/mL
respectivamente, reivindicando assim, uma continuidade desta pesquisa
in vivo e consequentemente, sua aplicabilidade como implantes

metalicos.
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