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Resumo

Com este trabalho pretendeu-se contribuir para o desenvolvimento de uma nova area de
conhecimento na Universidade de Beira Interior: desenvolvimento de suportes de biovidro

com potencial para serem aplicados na regeneracao do tecido dsseo.

Partindo de uma analise cuidada do estado de arte utilizou-se uma composicao otimizada -
Si0,-Ca0-Na,0-Mg0-K,0-P,05s de forma a melhorar a resisténcia mecanica e a bioatividade
através da adicao dos oxidos de potassio e de magnésio a composicao quaternaria do Bioglass

45s5® apresentada por Hench.

Apds a compreensdo e dominio de técnicas, a matéria-prima foi obtida através da fusao a
1500°C seguido de choque térmico. O biovidro foi moido de forma a obter a granulometria
para o tamanho de particulas pretendida, inferior a 40 pm. Otimizou-se o procedimento de
homogeneizacdo de mistura com o agente porogénio (sal) e a obtencdo de corpos de prova

prensados a 100MPa.

Com um ciclo de sinterizacao controlado através da utilizacao de analises térmicas (TG, DTA
e dilatometria) reduziu-se os fenomenos de cristalizacdo acentuados da amostra de forma a
obtermos uma microestrutura trabecular mais densa. Apos a lixiviacdo para a extracao do
agente porogénio e maturacdo foi realizada uma extensa caracterizacao fisica, de forma a
obtermos um estudo comparativo para as diferentes formulacdes das amostras quanto a sua
densidade, efeito da porosidade e a presenca da interconectividade, bem como, a avaliacao
do seu comportamento mecanico, desde a resisténcia a compressao, flexao, dureza e modulo
de elasticidade. A caracterizacdo microscopica de varimento (SEM) foi essencial para

compreender as vantagens morfologicas e o uso de sal enquanto porogénio.

Pela avaliacao da toxicidade e da bioatividade demonstrou-se a viabilidade e o potencial dos

suportes porosos desenvolvidos enquanto biomaterial.

Finalmente apresentam-se propostas de melhoria, novos caminhos e técnicas de
processamento para, sem prejuizo da bioatividade, controlar e otimizar a resisténcia

mecanica com o reforco da estrutura.

Palavras-chave
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Abstract

This work aims to clarifying a new research area in University of Beira Interior: development of

bioactive scaffold glass for bone tissue engineering application.

An overview of the state of the art allowed starting with an optimized composition- Si0,-Ca0O-
Na,0-Mg0-K,0-P,0s - in a way to improve mechanical resistance and bioactivity through the
addition of magnesium and potassium oxides to the Bioglass 45s5® quaternary structure,

presented by Hench.

After the comprehension and optimization of the techniques, fusion at 15002C and thermal
shock were used for obtain of raw materials. Bioactive glass was grinded to obtain a required
granulosity, inferior to 40 ym. The mixture homogenization procedures with the porogenic

agent (salt) as well as the obtainment of pressed speciments at 100MPa were optimized.

Thermal analysis (TG, DTA and dilatometry) were used for controlling the sintering cycle,
reducing in this manner the accentuated crystallization phenomenon of the samples to obtain a
more dense shell microstructure. After leaching, used for the extraction of the porogenic agent
and maturation, an extensive physical characterization was used to obtain a comparative study
for the different formulations of the sample in regards to its density, porosity effect and
interconnectivity, as well as, the evaluation of the mechanical behavior, including resistance to
compression, flexing, hardness, and Young module. Characterization through scanning electronic
microscopy (SEM) was essential for the comprehension of the morphological advantages and

use of salt as a porogenic agent.

Through the evaluation of toxicity and bioactivity, the viability and the potential of the

developed porous scaffold were shown as biomaterial.

Finally we present propositions for improvements, as well as, new pathways and processing
techniques for controlling and optimizing the mechanical resistance with structure

reinforcement, without a loss of bioactivity.
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Capitulo 1

1. Introducao

1.1. Introducao

Uma das areas das Ciéncias Biomédicas com grande impacto tecnoldgico sdo os Biomateriais
devido a sua diversidade relacionada com as diferentes composicdes, técnicas de sintese ou
metodologias de processamento, que permitem a obtencao de materiais que mimetizam os
tecidos humanos, com uma microestrutura variada proporcionando diversas caracteristicas,
que possibilitam alcancar uma panoplia de funcionalidades. Neste trabalho, realcamos o
campo da ortopedia, dando principal énfase aos biovidros, na qual se verifica uma sinergia
entre a area da medicina e da engenharia de tecidos 0sseos, projetados para reparar,
reconstruir e substituir porcoes osseas ((Navarro, Michiardi et al. 2008; Chevalier and
Gremillard 2009; Bellucci, Cannillo et al. 2010; Rahaman, Day et al. 2011; Will, Gerhardt et
al. 2012).

A necessidade de reconstrucoes dos tecidos Osseos permitiu o avango e o aprimoramento
técnico do estudo de biomateriais que pudessem substituir ou otimizar os processos
tradicionais, designados por enxertos. Existem trés tipos de enxertos: autégeno (do proprio
individuo), aldgeno (de individuos da mesma espécie) e xendgenos (de espécies diferentes). O
enxerto de um osso autdgeno apresenta uma notavel alternativa biolégica pelas suas
propriedades osteocondutora e osteoindutora. Porém, existem varios fatores que limitam a
sua aplicabilidade nomeadamente, a necessidade de uma area doadora, a reduzida
quantidade de tecido 6sseo, o custo eminente, bem como, a cirurgia. Por outro lado, os
aloenxertos, apesar de serem utilizados com maior frequéncia, possuem limitacdes como a
possibilidade de contaminacao viral, desencadeamento de reacdes imunoldgicas e apresenta-
se dispendioso. Por sua vez, os enxertos xendgenos possuem caracteristicas fisico-quimicas
similares aos ossos humanos e recebem tratamentos adequados na tentativa de evitar
respostas imunologicas ou inflamatodrias adversas (Cannillo and Sola 2009; Dorozhkin 2010;
Dorozhkin 2010; Kolk, Handschel et al. 2012).

Os biomateriais sintéticos, como os fosfatos de calcio, apresentam propriedades fisico-
quimicas controladas, sendo uma alternativa aos enxertos de outras origens. Estes materiais
devem garantir a formacao de ligacoes estaveis com o osso neoformado, ao longo do tempo.
As hidroxiapatites (HA), o trifosfato de calcio e os biovidros sdao exemplos desta classe de
materiais (Ducheyne and Qiu 1999; Dorozhkin 2010).



Inicialmente, na area da ortopedia eram utilizadas ceramicas de hidroxiapatite (HA -
Caqp(PO,4)(OH),4) e fosfato de calcio nomeadamente, o fosfato de calcio bifasico (BCP) e o
tricalcio de fosfato (TCP) (Ducheyne and Qiu 1999; Emadi, Roohani Esfahani et al. 2010;

Nezafati, Moztarzadeh et al. 2011). Estes biomateriais detém propriedades favoraveis como:

e Biocompatibilidade, uma vez que possuem uma elevada semelhanca quimica e
estrutural com o 0sso;

e Bioinertes;

e Formam estruturas porosas, facilitavam as infiltracbes de células favorecendo o

crescimento do tecido 6sseo.

No entanto, estes possuem varias desvantagens que impossibilitavam a sua utilizacao
designadamente: a fragilidade, a dificuldade de moldar para implementacao, a falta de
suporte estrutural provocada pela rapida reabsorcdo em funciao da macroporosidade (Xu, Weir
et al. 2006). Embora a HA seja muito semelhante a fase mineral do osso e possa ter sido
observado como sendo uma configuracdo eficaz de substituicio de enxertos, é dificil
controlar a degradacao do material (Charriere, Lemaitre et al. 2003) . Com isto, era
necessaria a descoberta de um novo biomaterial com caracteristicas mais apropriadas
(Charriere, Lemaitre et al. 2003; Xu, Burguera et al. 2007; Liu, Morra et al. 2008; Emadi,
Roohani Esfahani et al. 2010; Emadi, Tavangarian et al. 2010; Rahaman, Day et al. 2011).

No final da década de 60, um novo advento proporcionou mudancas significativas no conceito
das aplicagbes das bioceramicas, o surgimento de vidros bioativos. Esta descoberta pioneira
surgiu com Larry Hench que definiu um biomaterial como sendo: "um material bioativo capaz
de eliciar uma resposta especifica na interface do material resultando na formacdo de uma
ligacdo entre este e o tecido circundante” para fins biomédicos. Um dos exemplos é o
Bioglass 45s5®, vidro quaternario Si0,-CaO-Na,0-P,0s, figura 1,que tem despoletado grande
interesse devido as caracteristicas que este acarreta na regeneracao e na cartilagem dssea. E
de notar, que o tecido o6sseo é constituido por dois tipos de texturas Osseas: 0 0SSO
trabecular, no qual reside um elevado nimero de células por volume na sua superficie, o que
determina a atividade metabdlica e que permite cerca de 80% para a sua remodelacao,
devido a sua elevada porosidade; e o osso cortical que ndo possui tanta atividade, mas
oferece resisténcia ao osso de modo a reduzir o nimero de fraturas, uma vez que possui uma
reduzida porosidade. Como o Bioglass 45s5® possui capacidade de promover uma ligacdo
quimica através de um vinculo apatitico com o tecido 6sseo este possui algumas analogias
com o osso trabecular. Com o seu desenvolvimento nasceu o conceito de bioatividade e
acelerou-se toda a investigacdo no campo dos materiais para implantes 6sseos (Chen,
Thompson et al. 2006; Hench 2006; Cannillo and Sola 2009; Bellucci, Cannillo et al. 2010;
Hench, Day et al. 2010; Bellucci, Cannillo et al. 2011).



Bioglass
45s5

Figura 1: Localizacdo do Bioglass 45s5® no diagrama de Hench que relaciona a composicdo com a
bioatividade :

A- Ligacao com o tecido dsseo;

B- Nao ocorre ligacdo com o tecido dsseo (baixa reatividade);
C- Nao ocorre ligagdo com o tecido o6sseo (elevada reatividade);
D- Nao ocorre ligacdo com o tecido désseo (ndo forma vidro);

E- Composicao do Bioglass 45s5%;

S- Ocorre ligacao com o tecido dsseo.

Através de uma revisdo da literatura verificou-se que o Bioglass 45s5° apresenta algumas
limitacbes e que uma das formas de superar sera através da adicdo de 6xidos, nomeadamente
o oxido de potassio e o 6xido de magnésio (Rahaman, Brown et al. 2006). A adicao destes
oxidos modificadores de rede permite a criacdo de vidros progressivamente mais reativos.
Assim, o biomaterial base selecionado para o presente trabalho, foi o 6P53-b que ira sera

descrito ao longo deste capitulo.

1.2. Objetivo

O objetivo deste trabalho é, partindo de uma revisdo bibliografica, demonstrando a
empregabilidade do biovidro como substituto oOsseo, compreender a sua sintese, e
caracterizacdo comum, avaliar a metodologia para a melhoria das suas propriedades

mecanicas, assim como a ndo toxicidade que este apresenta. Com isto efetuou-se:

e Revisao bibliografica para avaliar qual o melhor biomaterial mais adequado para ser
utilizado em aplicacoes ortopédicas de elevada porosidade;

e Fabrico pioneiro da matéria-prima na Universidade da Beira Interior;

e Caracterizacao da matéria-prima;

e Melhoria da composicao inicial através da adicao de oxidos;

e Aprendizagem de novas metodologias de sintese e de caracterizacao;

e Identificacao de novos caminhos melhorando a composicao e consequentemente

propriedades.



1.3. Escolha da composicao

O Bioglass 45s5°, o bioK e 0 6P53-b sdo os trés biovidros que possuem uma composicao melhor
em prol dos objetivos deste trabalho. Nesta seccdo ira justificar-se o porqué da escolha do
biovidro 6P53-b, demonstrando que dos trés é o que relne as melhores condicoes, sempre
demonstrando as diferencas em relacdo ao bioK e ao Bioglass 45s5°. Da analise da tabelat
verifica-se que, os biovidros sdo constituidos por diferentes 6xidos, sendo estes divididos em
trés grupos:

¢ Modificadores de rede - auxiliam na formacdao da rede modificando-a seguindo a
alteracao das suas propriedades;

e Criadores de rede - nao arquitetam a rede, mas ocupam os intersticios na estrutura
da rede, normalmente sao utilizados os elementos alcalinos ou alcalino-terrosos;

e Intermediarios - por si s6 ndo concebem o vidro, no entanto, sdao incorporados na

rede de criadores de vidro.

Tabela 1: Composicao de trés tipos de biovidros (em percentuagem massica)

Composicao 45s5 bioK 6P53-b
Na,0 24,5 0 9,8
K,0 0 24,4 1,8
MgO 0 0 15,2
Cao 24,5 26,9 19
Si0, 45 46,1 51,9
P,05 6 2,6 2,5

O Bioglass 45s5° beneficia de uma composicdo quaternaria, como se encontra referenciado na
tabela anterior, sendo esta responsavel pela bioatividade devido ao baixo teor de silica,
elevado conteldo de CaO e Na,0 e elevada razao CaO/ P,0 (Bellucci, Cannillo et al. 2011;
Rahaman, Day et al. 2011) .

Apesar das suas caracteristicas favoraveis de bioatividade deparamo-nos num problema de
propriedades mecanicas. Pela analise de outras composicdes presentes na literatura e através

da analise da tabela2, verifica-se que o biok possui propriedades mecanicas mais favoraveis



que o Bioglass 45s5%, como o objetivo é melhorar as propriedades mecanicas do biovidro,
descartamos esta composicao e efetuamos um estudo da literatura em funcdo do bioK
(Rahaman, Brown et al. 2006) .

Tabela 2: Propriedades mecanicas tipicas do bioK e do Bioglass 45s5® .

Dureza Resisténcia a compressao Médulo de Young
(HV) (MPa) (GPa)
45s5° 2,5 0,3 83,4
bioK 2,54 0,32 84,2

Averiguando a composicao do bioK em relacao ao biovidro anterior, verifica-se a substituicao
do Na,0 pela adicao do K,0. Com estas modificacoes, as propriedades mecanicas melhoraram,
pelo que a presenca do 6xido potassio ira ter um papel ativo no melhoramento da resisténcia
da nossa matriz (Rahaman, Brown et al. 2006; Cannillo and Sola 2009; Bellucci, Cannillo et al.
2010; Bellucci, Cannillo et al. 2011).

Segundo a literatura, deve-se suceder um equilibrio estavel através da composicao,
correlacionando a bioatividade com as propriedades mecanicas para obter um biomaterial
com caracteristicas favoraveis. Deste modo, verifica-se que a remocao do 6xido de sodio nao
é favoravel, pois a sua auséncia provocara uma reducao do poder desvitrificacdo, bem como a
reducéo da durabilidade quimica. Como foi enumerado anteriormente, cada 6xido possui uma
funcao, neste caso importa-nos ter na composicao modificadores de rede para atingirmos as
propriedades mais vantajosas, por isso, deve manter-se o 6xido de potassio e acrescentar o
oxido de magnésio, visto que este promove a reducao da taxa de degradacdo do scaffold e
atua de uma forma significativa na melhoria da biocompatibilidade como sera descrito

posteriormente no esquema da figura 2 (Baino and Vitale-Brovarone 2011).



Biomaterial Lacunas

Enxertos

Ligas metalicas

Biocerdmicas
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O

v" Osteocundutor
v Ostecindutor

¥ Propriedades mecinicas

Figura 2 : Esquema sintese da analise do estado de arte e do uso dos trés vidros bioactivos.

1.4. Caracteristicas do scaffold

Para além do Biomaterial, a componente chave na engenharia dos tecidos para
regeneracao ossea € o uso de scaffolds temporarios, matrizes extracelulares artificiais
capazes de conduzir e suportar a regeneracao do tecido de uma forma tridimensional
(3D). Estes devem assemelhar-se a morfologia dssea, assim como a sua estrutura com o

fim de otimizar a integracdo do tecido circundante. Devido a sua capacidade, este deve

cingir determinadas caracteristicas, nomeadamente:



e Biodegradabilidade - a velocidade de reabsorcao/degradacao deve ser compativel
com a velocidade de formacao oOssea, para que a reducdo da resisténcia do material
seja compensado pelo aumento da resisténcia do osso formado;

¢ Homogeneidade da estrutura, boa distribuicao espacial e 50 a 60% do seu volume
deve ser ocupado pela porosidade;

e Biocompatibilidade - nao ser toxico para o corpo humano, nio ocorrendo ataques do
sistema imunitario, promover a adesao e proliferacao celular.

e Propriedades mecanicas - comparaveis e equivalentes com o tecido humano,
fornecendo um apoio pelas fases iniciais, as transferéncias de carga e no processo de
criacao do novo tecido;

e Osteocondutores e Osteoindutores - sendo veiculos de entrega de citocinas e fatores
de crescimento que facultam a producdo de uma matriz 6ssea;

e Superficie aspera - melhorar o processo de adesao celular e de proteinas (Vitale-
Brovarone, Baino et al. 2009; Li, Cai et al. 2011; Kolk, Handschel et al. 2012).

v'Ades3o celular;
¥ Proliferagdo;

v Diferenciagdo;
¥'Vascularizagdo.

Material :
Vidrocerdmica (6P53-b)

|

v'Modificagdo quimica;

Células progenitoras:
-osteoblastos;
-osteoclastos;.

'y

v Actividade da superficie;
¥ Libertag&o controlada

1

Sinalizagdo celular

v Porosidade;

¥ Tamanho do poro;
¥'Interconexdo;
v’ Propriedades mecanicas.

Figura 3: Esquema sintese das propriedades necessarias que um scaffold deve possuir.

1.5. Arquitetura do scaffold

A incursdo do tecido odsseo em implantes é afetada pela geometria 3D e pela
osteocondutividade da composicao do material. Segundo a literatura, o scaffold deve possuir

uma estrutura porosa com tamanho de macroporo compreendido entre os 100 e 400pm, para
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ocorrer: o processo de mineralizacdo 6ssea pela cativacdo das células osteogénicas (células
osteoblasticas e células osteoclasticas), vascularizacdo (reservatorio e canalizacdo para
células osseas) e difusao de nutrientes para a matriz extracelular (ECM) (Karageorgiou and
Kaplan 2005; Padilla, Sanchez-Salcedo et al. 2007; Yun, Park et al. 2011). Contudo, na
estrutura os macroporos devem apresentar-se interconectados, com finalidade de ser
empregues com a funcdo de canais para o transporte de fluidos corporais, vasos e células
osteogénicas. Todavia, quanto maior for o nimero de canais conectados aos poros, melhor
sera o acesso do fluido corporal ao centro do scaffold e melhor sera a eficacia da atividade
celular para a ocorréncia da formacao de um vinculo que possibilita conceber uma certa
densidade e criar uma ligacdo eficiente das células ao scaffold. O tamanho minimo de
interconexao entre os poros é de 20 pm podendo ser expandido até aos 40 pym, sendo este
ultimo o valor mais favoravel, pois possibilita uma melhor penetracédo celular para assegurar a
formacao dssea. As interconexdes de 100 um, mesoporos, nem sempre sdo favoraveis, pois
devem possuir um valor inferior aos poros. Por sua vez, os suportes porosos também possuem
uma microporosidade, geralmente inferior a 10 pm, que promove a adesao de proteinas
(Tadic, Beckmann et al. 2004; Tancret, Bouler et al. 2006; Chevalier, Chulia et al. 2008;
Malasoma, Fritsch et al. 2008; Marques, Almeida et al. 2009; Deb, Mandegaran et al. 2010;
Murphy, Haugh et al. 2010).

A porosidade representa a percentagem de espacos vazios num soélido, sendo esta uma
propriedade morfologica independente do material. Os poros possibilitam a migracdo e a
proliferacao dos osteoblastos e das células mesenquimais, bem como a vascularizacdao. Com

isto, verifica-se que a presenca de elevada porosidade facilitara o processo de osteogénese.

A permeabilidade dos scaffolds é confrontada com o grau de interconectividade dos
macroporos, tal deve-se ao fato desta quantificar a capacidade do meio poroso para
transmitir o fluido através dos macroporos conectados, quando submetidos a pressao,
podendo, deste modo, controlar o fluxo de nutrientes para as células que migram através do
scaffold (Ochoa, Sanz-Herrera et al. 2009; Dias, Fernandes et al. 2012).

1.5.1. Agente Porogénico

Um dos métodos classicos empregues na criacdo de macroporosidade € a utilizacao de um
porogénio sollvel que quando se procede a sua lixiviacao, devido a sua elevada solubilidade,
este é removido dando o tamanho e a forma aos macroporos (Hou, Grijpma et al. 2003;
Cannillo, Chiellini et al. 2010; Newby, El-Gendy et al. 2011). Neste trabalho, o porogénio

empregue é o cloreto de sddio (sal), com caracteristicas bem conhecidas:

e Granulometria- as dimensdes atribuidas aos macroporos devem-se aos espacos vazios
aquando da remocao do sal, pois os valores de porosidade sao semelhantes; a

diferenca entre as particulas de sal e do vidro sdao fundamentais, para ocorrer



fendmenos de resisténcia uma vez que, quanto maior for a diferenca da
granulometria entre estes dois compostos, maior sera a resisténcia atribuida ao
scaffold e, para ocorrer fenomenos de coalescéncia, as particulas de vidro tem que
ser inferior as particulas de sal;

e Solubilidade- o biovidro nao é sollivel em agua, permitindo que apenas as particulas
de sal sejam removidas durante a lixiviacao;

e Temperatura de fusdo - A temperatura de fusdao do sal deve ser superior a
temperatura de cristalizacao do biovidro para que nao ocorra qualquer tipo de
reacao e/ou formacao de novas fases durante a sinterizacao do biovidro (Murphy,
Dennis et al. 2002; Liang and Russel 2006; Tran, Naseri et al. 2011).

1.6. Bioatividade

A bioatividade dos vidros € atribuida a formacdo de uma camada policristalina de
aglomerados de HA na superficie do biovidro num ambiente fisioldgico, sendo esta
influenciada pela composicdo do biomaterial e pela sua area de superficie. HA é
quimicamente e estruturalmente semelhante ao mineral fosfato de calcio presente no tecido
0sseo humano, por conseguinte, os osteoblastos conseguem proliferar na camada de HA,
facultando a formacao de um forte vinculo no osso circundante. A bioatividade é testada in
vitro para investigar a capacidade do biomaterial formar uma camada de HA quando
embebida num stimulated blood fluid (SBF) - solucao acelular com concentracao de ides
inorganicos semelhante ao plasma (Vitale-Brovarone, Verné et al. 2008; Saboori, Rabiee et al.
2009; Shih, Chen et al. 2010; Doostmohammadi, Monshi et al. 2011; Vitale-Brovarone, Baino
et al. 2012).

Pelas caracteristicas intrinsecas e de natureza distinta dos diferentes biovidros é de aguardar
que estes manifestem indices distintos de bioatividade, isto é, diferentes tempos para o
estabelecimento do vinculo com o tecido. Contudo, sabe-se pela literatura que a bioatividade
é limitada pela composicao, tal pode ser melhorado com um acréscimo da area de superficie,
que pode ser atingido tanto pelo processamento em diferentes formas e morfologias, como
pela metodologia de sintese empregue, uma vez que, o silicio conserva os elevados indices de
bioatividade (Rahaman, Day et al. 2011).

Os ides mencionados anteriormente encontram-se envolvidos no metabolismo 6sseo, no
processo de mineralizacdo e na angiogénese. A compreensdao do papel de cada ido em
determinadas concentracdes e taxas de libertacao levam a concecao de vidros bioativos que
podem exercer funcdes tanto na regulacdo déssea como no controlo genético sobre o ciclo
celular dos osteoblastos (as células progenitoras realizam sucessivas mitoses e recebem

estimulos do ambiente para instrui-las a entrar em segmentos do ciclo celular) e impulsionar



uma rapida expressdao de genes que regulam a osteogénese, e a producao de fatores de
crescimento (Gorustovich, Roether et al. 2009; Vitale-Brovarone, Ciapetti et al. 2010; Hoppe,
Guldal et al. 2011; Li, Cai et al. 2011). Na tabela seguinte faz-se uma sintese da atividade

biologica.

Tabela 3: Atividade biologica correspondente a cada iao.

lao Atividade bioldgica Referéncias
P e Estimula a expressao da matriz proteica GLA (MGP), (Hoppe, Guldal
sendo este um regulador chave para a formacao de et al. 2011)

células osteoblasticas quando adicionado a uma cultura
de células;

e Mineralizacao da matriz extracelular;

e Quanto maior a concentracao destes ides mais

rapida € a deposicao de fosfato de calcio;

Mg e Essencial para a estimulacdo e metabolismo dsseo;

e Interage com as integrinas das células osteoblasticas (Huan, Zhou et
que sao responsaveis pela estabilidade e adesao celular; al. 2010;
e Diminui a taxa de degradacao; Hoppe, Guldal
e a deplecao de Mg prejudica o crescimento, aumenta et al. 2011; L,
a reabsorcao e ocorre uma perda do osso trabecular; Cai et al. 2011)
e Atua na diferenciacao dos osteoblastos devido ao
aumento da expressdo do colagénio tipo | sintetizado
pelas células osteoblastos (HOC) e marcadores

osteogénicos, osteocalcina, ALP e runX.

Si e Essencial no processo de calcificacdo e formacao
0ssea, (Hoppe, Guldal
e Induz a precipitacao de HCA e mineralizacgao; et al. 2011)

e Aumenta a taxa de dissolucdo idnica;
e Estimula a formacdao de colagénio | em células

osteoblastos (HOC) bem como a sua diferenciacao

Ca e Diferenciacao e proliferacao dos osteoblastos e (Hoppe, Guldal
mineralizacdao da matriz extracelular (ECM); et al. 2011; Li,
e Essenciais nas vias de sinalizacdo que ocorrem no Cai et al. 2011)

metabolismo 0sseo.

Ke Na e Nao tem um papel ativo na atividade bioléogica @~ -----------
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Um aspeto importante a salientar é que a resposta celular ndao depende unicamente da
composicao quimica, mas também de outras caracteristicas nomeadamente a rugosidade da
superficie, porosidade, tamanho do grdo e a cristalinidade do scaffold (Vitale-Brovarone,
Baino et al. 2012).

1.6.1. Método da bioatividade

Kokubo et al. propde uma solucdo tampao de concentracdo idnica muito semelhante ao
plasma, designadas de SBF, que visa o estudo das propriedades bioativas dos biomateriais. O
grau de bioatividade é classificado segundo o tempo necessario para que ocorra o
aparecimento da camada de HCA. Assim, quanto maior for a bioatividade menor sera o tempo
de interacao entre a interface matriz/tecido 6sseo, o que permitira alcancar uma maior forca
de adesao entre esta e, por conseguinte, alcancar valores superiores de propriedades

mecanicas (Vitale-Brovarone, Baino et al. 2009).

Quando a amostra se encontra submersa em SBF, ocorre fenémeno de lixiviacdo de ides
envolvendo a troca de catides monovalentes, ides de sodio ou potassio a partir do biovidro
com H3;0" da solucao, conduzindo ao aumento do valor de pH. Sabe-se que os osteoblastos
preferem meio ligeiramente alcalino, mas também é conhecido, que variacdes drasticas no
pH inibem a atividade dos osteoblastos, podendo originar necrose celular ou apoptose (Vitale-
Brovarone, Verné et al. 2007). Por isso, a escolha de biovidro, torna-se mais plausivel, pois
este biovidro possui uma composicdo com um menor teor de oOxidos monovalentes e um
conteldo superior de pentdxido que nos permitira manter valores de pH mais ou menos
constantes dentro da gama do alcalino (Kokubo and Takadama 2006; Vitale-Brovarone, Verné
et al. 2008; Bohner and Lemaitre 2009; Varanasi, Saiz et al. 2009; Verné, Bretcanu et al.
2009; Varila, Fagerlund et al. 2012).

1.6.2. Fendmenos de cristalizacao da HCA segundo o modelo

proposto por Hench

Apesar de haver diferentes modelos de composicao do biovidro, o mecanismo de formacao de
HCA envolve alguns factos analogos (tabela 4). Um exemplo deste acontecimento deve-se a

presenca de silica que € necessaria para ocorrer a nucleacao de HCA dentro dos prazos.
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Tabela 4: Modelo proposto por Hench apresentado os diferentes fenomenos, reaccoes e efeito atribuido
em cada fase no processo de formacao de HCA (Gerhardt and Boccaccini 2010; Bellucci, Cannillo et al.
2011; Newby, El-Gendy et al. 2011).

Fase/Fenémenos Reacoes Efeito
1. Reagdo entre os e Hidrdlise da silica e
ides alcalinos (Na* formacao do silanol (Si-OH)
24 o Si—0—Na*+ H* - Si —OH + Na* (aq) .
e Ca”") e os ides ¢ Aumento do pH devido
H* da solucéo ao consumo dos ides H*

. _ . e Aumento da
2. Dissolugao da silica Si—0—Si+H,0 - Si—OH + OH — Si B L
concentracao de silica

e Diminuicao dos ides
3. Condensacao e
. . alcalinos;
polimerizacao dos Si— OH + Si — OH - Si — 0 — Si + H,0
e Formacao da camada
grupos de silanol . . ,
de gel de silica a superficie

4. Migracédo do Ca’* e

PO,* para a e Formacéo de HCA a
superficieda @ = e superficie da camada de
camada de gel de gel de silica

silica

5. HCA incorpora OH"

. e e HCA cristaliza
e C03

De seguida, ocorre a adsorcao de fatores de crescimento com proliferacao e diferenciacao
osteoblastica que originara uma matriz rica em colagénio que mineraliza e forma os

nanocristais de HCA.

A presenca camada de silica-gel é fundamental a superficie para que ocorra os fenomenos de
cristalizacdo e nucleacao de HCA. As diferentes fases alistadas na tabela anterior ocorrem ao
longo da interface matriz/tecido nao depende da presenca do tecido, pois estas realizam-se
da mesma forma em solucdes tamponadas, soro fisioldgico simulado SBF (Gerhardt and
Boccaccini 2010; Newby, El-Gendy et al. 2011).

Quando a razao de formacao de HCA é muito lenta geralmente nao ocorre a ligacdo entre o
biomaterial e o tecido 6sseo, considerando-se que o biomaterial nao apresenta bioatividade.

As alteracoes da composicao do biomaterial afetam principalmente as fases 4 e 5, assim
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ocorrera alteracao nas caracteristicas que permitem os fenémenos de ligacao, inibicdo ou
reabsorcao. O aumento da estabilidade das ligacdes na interface matriz/tecido, assim como a

melhor fixacao bioativa possibilitam o aumento do tempo de vida Gtil do scaffold.

1.7. Sinterizacao e cristalizacao

Para obter com o sucesso os corpos de prova de biovidro & necessario entender o processo de
sinterizacdo assim como a sua interacao com a cristalizacao. Este método pode ser definido
como o processo no qual pequenas particulas sdo ligadas por difusdao no estado solido.
Geralmente a etapa de sinterizacdo € realizada de acordo com programas definidos
previamente com controladores de temperatura (PD,PID) incorporados em fornos elétricos,
em atmosferas controladas. Este mecanismo é controlado tanto pela superficie como pelo
volume de difusdao dos contornos das particulas como pode ser visualizado na figura 4. Em
suma, quando os solidos sao sujeitos a elevadas temperaturas, os ides/atomos constituintes
da amostra sao orientados para preencher os poros e canais abertos entre os graos das
particulas, bem como para compensar as diferencas de energia superficial, entre as suas
superficies convexas e concavas. Em fases iniciais, os graos formam-se e crescem entre as
particulas e estrutura da rede em regides mais instaveis entre as particulas e impetracdo de
compactos para a obtencao de um biomaterial denso densidade dos compactos, diminuindo
desta forma o volume total de espacos vazios (Bellucci, Cannillo et al. 2010; Reinosa, Rubio-
Marcos et al. 2010). A medida que os poros e os canais abertos sdo fechados durante o
tratamento térmico, as particulas ficam firmemente unidas e a forca da densidade e
resisténcia a fadiga da amostra melhoram em flecha. Durante este processo, verifica-se um
encolhimento das amostras o qual deve ser comtemplado no processo de fabrico. Este método
€ considerado fulcral para a densificacdo devido a criacao de ligacdes quimicas na estrutura
da rede em regides mais instaveis entre as particulas e impetracdo de compactos para a
obtencao de um biomaterial denso (Upadhyaya 2001; Huang, Pan et al. 2008; Dorozhkin
2010).
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Figura 4: Alteracdes da amostra com o processo de sinterizacao (Goodall, Despois et al. 2006):

Estagio inicial - Formacdao de contactos entre as particulas seguida de mecanismos de difusao
volumétrica (DF -difusao através dos poros) de massa promovendo a ligagao entre as particulas.
Estagio intermédio- densificacdo do compacto e diminuicdo do didmetro dos poros interligados. Os

poros tornam-se cada vez mais esféricos.
Estagio final - isolamento e eliminacao gradual dos poros residuais.

A cristalizacao é o processo de formacao de uma fase sélida onde sobrevém a reorganizacao
da rede tridimensional do biomaterial, a partir de uma fase estruturalmente desorganizada
amorfa. Geralmente, este processo advém do seguimento de uma lenta nucleacdo na
superficie e um rapido crescimento dos nlcleos, sendo por isso necessario uma boa definicao
dos comportamentos térmicos do biovidro, a fim de prever a natureza, as fases e o grau de

cristalizacao associado ao processo de sinterizacao (Bretcanu, Chatzistavrou et al. 2009).

A nucleacao é o processo chave do controlo da cristalizacao, uma vez que é o passo inicial da
transformacao de fases (Holand, Rheinberger et al. 2003; Lefebvre, Chevalier et al. 2007) .
Caso nao ocorra nucleacdo, ndao ha crescimento de cristais o que bloqueia o processo de
cristalizacdo. Os parametros tipicos empregues para a nucleacdo e crescimento dos cristais
sao importantes para a caracterizacao das propriedades a elevadas temperaturas. A

estabilidade dos biovidros contra a cristalizacdo mediante a sinterizacdo é muitas vezes

14



descrita com valores relativos calculados a partir da temperatura de cristalizacao (Fokin,
Zanotto et al. 2006). A forma e o crescimento dos cristais sdo descritos pelo método de
Avrami que indica a massa cristalizada (n):
_ 25xRxT ’
n= —At E (eq.1)
Onde: R - constante dos gases, T, - valor da temperatura corresponde a cristalizagao, AE -
energia de activacdo e A, - metade da largura do pico exotérmico do DTA. Quando o valor
n~1, a cristalizacdo tende a ocorrer a partir de superficie, quando o n~3 ocorre uma
cristalizacao volumétrica.
a E
In (T—g) = — E + const (eq.2)
Onde E - energia de ativacdao (kJ/mol), a - taxa de aquecimento (K/min), T, pico da
temperatura de cristalizacao e R - constante ( 8,32 J/kmol). Esta equacao permite-nos obter
o valor da energia de ativacao (E) que também pode ser obtido a partir do declive da curva
(Bretcanu, Chatzistavrou et al. 2009; Kashyap, Griep et al. 2011; Fagerlund, Massera et al.
2012).

Uma das formas de reduzir o processo de cristalizacao consiste na utilizacao de uma elevada

taxa de resfriamento a qual designamos por choque térmico, pois permite a reorganizacao
continua num menor espaco de tempo e volume 0 que requer uma menor energia do sistema
(Khalil and Almajid 2011). E importante frisar que fendémenos de cristalizacdo reduzem a
densificacdo das trabéculas. A estrutura vitrea é atingida no intervalo de transicdo vitrea (Ty)
sucedendo este intervalo antes da temperatura de iniciacao da cristalizacao (Ti.) (Romero,
Kovacova et al. 2008; Breed and Hall 2012; Duée, Désanglois et al. 2012; Sola, Bellucci et al.
2012).

Este valor de T, pode ser obtido através da seguinte equacdo segundo o método de Hupa et
all:

T,(°C) = A + B[SiO,] + C[Na,0] + D [K,0] + E[Ca0] + F[MgO] + G[P,0s] (eq.3)

Onde os parametros de [A, G], alistados na tabela 5,corresponde a fracdo molar do composto
(O'Donnell 2011). O melhor método de analise de Tg € através da extrapolacao da analise
térmica diferencial (DTA). A cinética de cristalizacdo deve ser bem controlada para a
obtencao do biovidro com cristalizacao reduzida, para adquirir a dependéncia dos cristais em
funcao do tempo e/ou temperatura em condicOes isotérmicas, é empregue a DTA (Salem,
Jazayeri et al. 2009).
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Tabela 5: Valores dos coeficientes atribuidos a cada oxido.

Oxido Intervalo (%mol) Parametro Valor
. . Ax) -309,26
Si0, 37,3-68,4 B 10,34
Na,0 4,8-29,6 C 1,58
K,0 0,0-10,1 D 2,30
Ca0 0,0-27,4 E 10,89
MgO 0,0-23,1 F 7,88
P,0s5 0,0-9,3 G 12,56

(1)- parametro de substituicao

A alteracao da composicdo do biovidro altera a temperatura de sinterizacao, mas também as
fases cristalinas, favorecendo o controlo e a desvitrificacao (tabela 6) (Bellucci, Cannillo et
al. 2011).

Tabela 6: Funcao dos ides na temperatura de sinterizacao.

lao Funcéo Referéncia

K Facilita o processo de desvitrificacao (Bellucci, Cannillo et al. 2011;

Salman, Salama et al. 2011)

Mg Aumenta a diferenca entre Tg e T, que (Watts, Hill et al. 2010; Bellucci,
atenua a fase de cristalizacao. Cannillo et al. 2011; O'Donnell 2011)
Na Diminui o valor de Tg para aumentar a (Wallace, Hill et al. 1999)

janela entre este e a T,

1.8. Propriedades mecanicas

As propriedades mecanicas dependem do tipo de material, da microestrutura e do seu

método de fabrico.

Uma das areas de interesse na otimizacdo da estrutura é a grande limitacao do Biovidro pela
sua reduzida resisténcia para suportar cargas multiaxiais e ciclicas impostas pelo meio. Esta

limitacdo deve-se a presenca da camada porosa que leva a diminuicdo da resisténcia e do seu

16



modulo de elasticidade. Para colmatar as exigéncias do valor relativamente elevado de
porosidade, aposta-se que o uso do sal como porogénio possa reduzir a fragilidade que a
porosidade oferece a estrutura. Durante o processo de sinterizacdo, as particulas do sal
asseguram um suporte adequado as paredes do poro e mantém a sua forma até ser alcancado
uma densificacao adequada de suporte do vidro. Este pode ser obtido pela formacao de
trabéculas, que ira acarretar um reforco mecanico as paredes dos macroporos. Durante o
processo de lixiviacdo ocorre a remocao do sal que altera a sua estrutura na presenca da agua
e promove modificacdes da conformacao do material. Essas modificacoes afetam as ligacoes
intra e intermoleculares do biomaterial, ocorrendo ligacdes do sal com ides que irao
contribuir para a formacao de cross-linking. A presenca do sal levara ao aumento da
resisténcia e densificacdo do scaffold (Bellucci, Cannillo et al. 2010; Dorati, Colonna et al.
2010; Bellucci, Cannillo et al. 2011).

Além da porosidade, ha um grande grau de incertezas relativas a sua quimica (alteracdes nas
propriedades mecanicas devido a reagoes existentes com fluidos corporais) e comportamento
mecanico (efeito da resisténcia mecanica sobre a taxa de dissolucdo dos materiais). Com isto,
verifica-se uma auséncia de compreensao da relacdo entre as propriedades mecanicas dos
biovidro e a sua bioatividade. Melhorar as propriedades mecanicas sem alterar a bioatividade
dos biovidros é primordial, isto permitira efetuar uma coligacdo entre o conhecimento
elementar e a melhoria do biomaterial. Através da analise da literatura, optou-se pela adicao
do MgO e do K,0 ao sistema quaternario para melhorara a relacdo bioatividade/propriedades
mecanicas. Como ja foi referido, a presenca do magnésio ird ajudar no metabolismo 0sseo,
mas também ira atuar como o reforco visto que este entra na constituicdo ossea. A utilizacao

de oxido de potassio permitira influenciar o reforco das propriedades mecanicas.

A microestrutura pode ser obtida por um processo de sinterizacao, onde a cristalizacao e a
densificacdo da matéria ocorre durante o processo de queima (Amaral, Lopes et al. 2002;
Khalil and Almajid 2011). No entanto, é necessario controlar o processo de cristalizacdo, uma
vez que, este ird trazer repercussdes na bioatividade. E de salientar, que o efeito da
temperatura sobre a bioatividade dos vidros tem sido discutido na literatura, nao

apresentando ainda consenso entre diferentes autores (Gerhardt and Boccaccini 2010).

Independentemente da técnica aplicada na deposicdo, a incompatibilidade da expansao
térmica é esperada para induzir elevadas tensdes de tracao residual no revestimento que
podem causar escassez da adesao na interface. O coeficiente de expansao térmica (CTE)
altera-se na presenca de oxidos, isto €, a adicdo de dxidos na composicao de um biovidro ira
alterar o seu valor de CTE. A adicdo de MgO e K,0 diminuira o valor de CTE, tal deve-se ao
papel de cada um, visto que, sao agentes como modificadores de rede. Esta diminuicao do

seu valor ira promover a expansao (Breed and Hall 2012).
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Capitulo 2

2. Materiais e métodos

Neste capitulo sdo descritos todos os processos e etapas de manufatura e caracterizacdao dos
materiais utilizados neste trabalho. Na figura 5 representa-se um fluxograma de todas as fases
deste longo projeto.

51,9%m 2,5%m 19%m 15%m 1,8%m 9,8 %m
Si0, PO, C20 MgO K,0 Na,0
v

Mistura matérias-primas |

v

Fusdo das particulas a 1500°C v SEM

Choque térmico

¥" Analise granulométrica

Mistura biovidro + porogénio + acetona |
v

Prensagem (conformacéo) |

v

Sinterizag&o a 725°C

v DRX

v SEM

Amadurecimento: uma semana em agua destilada

Caracterizagdo da microesirutura

‘ﬂ

v Dureza de Vickers

v -
Propriedades mecéanicas I—) v (Fllgf:;?resséo

¥ Modulo de elasticidade

Figura 5: Fluxograma ilustrativo das diferentes etapas deste trabalho.

2.1. Caracterizacao das matérias-primas

Nas tabelas 7 e 8 descreve-se as caracteristicas das matérias-primas. A partir da mistura
destas matérias-primas obteve-se o vidro bioativo com a adicdo do porogénio, permitindo a

manufaturacao dos corpos de prova finais.
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Tabela 7: Propriedades das matérias-primas.

i Massa Pureza Densidade
Oxidos Fornecedor
(%) (%) (g/cm’)
Cao 19 96-100 3,3 Sigma-Aldrich
P,05 2,5 > 98,0 2,3 Sigma-Aldrich
SiO, 51,9 > 99,0 2,6 Sigma-Aldrich
José M. Vaz
MgO 15 3,58 Pereira, S.A.
K,COs 1,8 > 99,0 2,248 Sigma-Aldrich
Na,0 9,8 <20 2,27 Sigma-Aldrich
Densidade teérica (g/cm?) 2,82
Propriedades tipicas
Tamanho médio das particulas 40pum
Tabela 8: Caracterizacao do porogénio.
Massa Pureza Densidade
Porogénio Fornecedor
(%) (%) (g/cm’)
40
NaCl 50 >99,5 2,17 Sigma-Aldrich
60

2.2. Preparacao da amostra

As diferentes matérias-primas da tabela 7 foram pesadas, numa balanca oertling (capacidade
até 200g e resolucao maxima de 0.0001g), misturadas de forma homogénea e inseridas num

cadinho de alta alumina da Sigma-Aldrich de modo a ocupar 2/3 do seu volume.

O cadinho é colocado numa mufla de modelo NLR da TermolLab com controlador 3216
eurotherm (volume Gtil 200x200x300mm?®) com uma taxa de aquecimento de 5°C/min. A
velocidade de aquecimento € monitorizada por um programa (itools, www.eurotherm.com)

por forma a controlar o ciclo de fusao.
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De seguida, a matéria-prima fundida a 1500°C é vertida em agua para efectuar um choque
térmico para evitar fendmenos de cristalizacao, obtendo-se assim, fritas amorfas (figura 6).

De seguidas processa-se uma decantacao e as fritas sao lavadas com acetona (= 99% pureza).

Figura 6:lmagem do processo do vazamento do biovidro fundido a 1500°C para agua.

2.3. Analise granulométrica

2.3.1. Particulas de vidro

As fritas de vidro sdo sujeitas a um processo de moagem do biovidro através de um moinho
automatico de zirconia da retsch ou num moinho de bolas de modo a obter particulas com um
tamanho < 40um. A distribuicdo do tamanho das particulas é avaliada por um analisador de
difracdo a laser (Coulter) que utiliza uma estreita quantidade de p6 que é dispersa em agua
destilada que sera bombeada continuamente através de uma célula a qual sera sujeita um
feixe de laser e retorna, de seguida, para uma camara de agitacdo formando ciclos continuos
de 60 segundos. A média do sinal de difracdo de 60 segundos é registada para que o
analisador de particulas de Coulter controlado pelo software L5200, com o moédulo “Variable

speed fluid module plus” para obter a curva para a distribuicdo granulométrica do vidro.

2.3.2. Sal

Dado que o intervalo de interesse encontra-se entre os 425 e 212 ym (grandeza de porosidade
desejada) foi necessario um processo de peneiracao foi executado num agitador de peneiros

’

retsch, modelo AS 200 control ’g’, com peneiros de 200mm de diametro que permite o
controlo da amplitude, tempo intermediario e tempo global de acordo com a norma DIN-

ISO331011. Este método promove a divisao de pos em sucessivos intervalos limitados pela
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abertura de uma bateria de peneiros. Os peneiros empregues para esta divisao apresentam-se

na tabela 9. Deste modo, o sal comercial foi aproveitado aproximadamente 80%.

Tabela 9: Analise da divisao do sal no intervalo desejado.

Abertura das
malhas dos 850 600 425 300 212 150 106 75

peneiros (ym)
Massa (g) 0.0130  6.2148 27.0590 34.2153 26.9633 8.5894 1.5562 0.822

Massa (%) 1.27x10*  0.061 0.264 0.333 0.262 0.084 0.015 0.008

2.4. Analise térmica

2.4.1. DTAeTG

O DTA (analise térmica diferencial) corresponde a diferenca de temperatura da amostra do
material de referéncia é medida em funcao da temperatura enquanto estas sao submetidas a
uma programacao de aquecimento controlado através da utilizacdo de termopares. Ao longo
do programa de aquecimento, a temperatura das amostras mantém-se igual até que ocorra
alteracdes fisico-quimicas sendo estas registadas sob a forma de picos sendo a variacdo da
capacidade calorifica da amostra registada como um deslocamento da linha base. A curva DTA
€ registada em funcao da temperatura sendo esta usada principalmente para detetar a
temperatura inicial dos processos térmicos e qualitativamente caracteriza-los como
endotérmicos ou exotérmicos, entre outros. Este tipo de informacao, bem como a sua
dependéncia em relacdo a uma atmosfera especifica, torna este método valioso na
determinacdo de diagramas de fase, expansdo térmica, perdas de massa por decomposicdao
térmica e retracao devido a sinterizacdo durante o aquecimento e arrefecimento da amostra.
Por sua vez, a analise termogravimétrica (TG) é o método de medicdo de perda de massa de
uma amostra em funcao da temperatura sendo esta submetida a uma programacao

controlada.

Estes dois métodos foram realizados em conjunto na Universidade de Aveiro, no

departamento de Ceramica

2.4.2. Dilatometria

As amostras de 100%, 60%, 50% e 40% de biovidro foram submetidas a uma analise

dilatomeétrica para conseguirmos obter os seus respetivos valores de coeficiente de expansao
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térmica (CTE) e regressao linear (Y). Estes testes foram realizados na Universidade de Aveiro,
departamento de Ceramica e Vidro através de um dilatometro BAHR Thermoanalyse GmbH
2000, Modelo DIL801L. As condicdes de aquecimento, numa atmosfera em ar, foram a uma

temperatura de 25°C/min e 5°C/min para o arrefecimento das diversas amostras.

2.5. Avaliacao da microestrutura

2.5.1. DRX

Apds a homogeneizacdo da mistura biovidro/ sal executou-se a analise de difracao de raio-x,
num equipamento Rigaky, modelo DMAXIII/C, para visualizar se, antes do processo de
sinterizacdo, avaliar se a amostra possuia fases cristalinas ou se a matéria-prima (biovidro)

estava amorfo.

Apds a sinterizacdo, voltou-se a realizar o mesmo ensaio para visualizar o efeito da
temperatura nos corpos de prova para estudar a cristalizacdo/amorfismo, o nimero de fases

presentes e qual o composto atribuido aos picos presentes no difractograma.

2.5.2. SEM

O microscopio eletronico de varrimento utilizado é da Hitachi s-2700. A amostra é colocada
num porta amostra, onde é colocada a amostra para posterior analise, de modo a auxiliar o
estudo das propriedades microestruturais das diferentes amostras, em particular a morfologia
e o tamanho das particulas, a porosidade e as suas interconexdes. Para termos maior
conviccao quanto a qualidade do processo de sinterizacdo, também utilizamos o SEM para
observar a homogeneidade da amostra, bem como, numa fase mais posterior do trabalho,
visualizar o ancoramento das células ao biovidro bem como a observacao da camada de HCA a

superficie do biomaterial.

2.5.3. EDS

O Energy dispersive spectroscopy (EDS) encontra-se acoplado ao SEM que captura a energia
dispersa pela amostra na forma de raio-X e analisa a composicao das amostra. Esta técnica de
analise elementar foi empregue apos fundirmos as particulas de biovidro por forma a garantir
que os elementos da composicdo de amostra apos a fusao e o choque térmico e depois no
estudo da presenca de HCA através da variacao dos ides de calcio e fosforo ((Verné, Bretcanu
et al. 2009).
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2.6. Prensagem

A prensagem uniaxial de duplo efeito é a operacao de conformacao baseada na compactacao
de um po granulado contido no interior de uma matriz rigida (aco inoxidavel), através da
aplicacao de pressao (60MPa-100MPa) (Albaro 2001).

A adicao dos ligantes visa a obtencdao de compactos com maior resisténcia mecanica. A
presenca da acetona permite que as particulas de vidro deslizem para um novo arranjo de
empacotamento, promove a distribuicao da pressao de forma equivalente durante o processo
de prensagem, minimiza o surgimento de defeitos como fraturas resultantes da segregacao de
particulas, e promove uma distribuicao homogénea na densidade da amostra, facto este que é
fundamental durante o processo de sinterizacao e consequentemente para as propriedades

finais do vidro.

0 estado de aglomeracao influéncia o processo de conformacado dos mesmos, dependendo da
distribuicdo das particulas, da sua forma e da carga superficial das particulas. Na prensagem
seca, recomenda-se a adicdo de pequenas quantidades de ligantes - acetona. Esta é eliminada

posteriormente nao sendo contemplada no produto final (Albero 2000).

As caracteristicas microestruturais alcancadas apds a prensagem nao s6 determinam as
propriedades mecanicas mas também influenciam nas etapas posteriores do processamento.
Como consequéncia, as variaveis de operacao envolvida neste processo deverdo ser

determinadas tendo em vista a compactacao que contemple estas caracteristicas:

e Contribuir para a obtencao de pecas suficientemente rigidas que resistam a etapa de
extracao do molde;

e Apos a secagem, atribua a amostra uma resisténcia mecanica suficiente para suportar
as diversas solicitacdes do ciclo de sinterizacao;

e Permeabilidade para ocorrer as trocas gasosas durante a sinterizacao (Rahaman
2003).

Os corpos de prova (discos) foram prensados isostaticamente com efeito duplo numa prensa
A.L.L, modelo xx40 (capacidade até 40 toneladas), a 100MPa durante um minuto, ilustra-se na
figura 7 os dois tipos de moldes empregues neste procedimento. O molde final, molde 1
(figura 7a), viabiliza que os corpos de prova sejam demoldados com um menor nimero de
imperfeicoes ao contrario do molde 1 (figura7c). Os diferentes moldes de aco bem como os
seus pinos superiores e inferiores, empregues para moldar os corpos de prova com uma forma

cilindrica.
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Figura 7: Fotografia da prensa e da colocacdo do molde para efectuar o processo de prensagem.

Fotografias dos dois tipos de moldes utilizados (a e c). a) molde 1 com dimensoées: diametro=40mm e

h= 40mm, b) observa-se o molde e os seus pinos superiores e inferiores e ) molde 2.

2.7. Secagem e evaporac¢ao do ligante

O processo de secagem ocorre antes da sinterizacao pois permite a remocao do ligante no
interior da amostra por meio de transporte e evaporacao. Deve ser controlada, pois pode

ocorrer tensdes pela diferenca de gradientes podem levar a ocorréncia de fraturas.

A acetona é transportada através dos vazios para os meniscos por forcas dirigentes motivadas
pela evaporacao e através dos poros para a superficie pelo vapor. As forcas sdo originadas por
sua vez, pela diferenca de pressao que existe entre a superficie da amostra e o seu interior. A
migracao do ligante geralmente ocorre por fluxo de capilaridade que permite a evaporacao

superficial aumentando a densificacdo do corpo pelo contacto direto entre as particulas.

Ndo é muito aconselhado a retirada do ligante através do uso de temperatura pois esta
remocéao rapida pode provocar a desidratacao da amostra e, por conseguinte, criar fraturas ou
outros tipos de defeitos a nossa amostra. No presente caso a amostra foi seca a temperatura

ambiente, durante 24H.
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2.8. Sinterizacao

O ciclo de sinterizacao da mufla teve por base os resultados obtidos no DTA. As amostras

foram sinterizadas a 725°C com uma taxa de aquecimento de 5°C/ma mufla.

2.9. Lixiviacao

A lixiviacdo de particulas € uma técnica empregue para a obtencao da macroporosidade. Apds
a sinterizacdo, os cristais de sal sao lixiviados num banho termoestatico Selecta, Unitronic
$320-100, com jacto de agua destilada a 50°C para formar a estrutura dos macroporos. O
tamanho destes poros pode ser controlado pelo tamanho do cristal de sal e a porosidade pela

razao sal/biovidro.

2.10.Maturacao

A maturacdo consiste no desenvolvimento estrutural, apés o processo de lixiviacao do sal, o

que envolve a imersao dos corpos de prova em agua destilada durante uma semana.

Durante a imersao, ocorre diferentes reacoes desde, a coalescéncia adequados a processos de
dissolucdo e precipitacdao devido as diferencas de solubilidade entre as superficies e a
expulsdo de sal que ainda se encontram presentes mesmo apos ter efetuado o processo de
lixiviagdo. Com isto melhoram as propriedades mecanicas devido a minimizacao das fissuras
superficiais bem como a criacao ligacdes cruzadas. Com a maturacdo verifica-se um
endurecimento continuo da matriz de biovidro pois esta torna-se mais rigida com o tempo
(Daglilar, Erkan et al. 2007; Hammouda 2009).

2.11.Corte

No corte das amostras (discos) utilizou-se uma maquina de corte da marca struers, modelo
accutom-2 para a pratica manual e accutom-5 para a automatica (figura 8); sendo utilizado
um disco diamantado da struers, modelo 230CA. Estes discos permitem a obtencdo de um
corte preciso em serie, em diferentes materiais com uma precisao de 5pum com uma forca
ajustavel sendo a velocidade variavel da rotacdo do disco de aproximadamente 2000 a
2500rpm de corte. Como estas amostras sao muito porosas, a utilizacao preferencial é do
modo manual visto que conseguiamos evitar a fixacao (amarramento) da amostra essencial

para ultrapassar a fragilidade que estas continham.
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Figura 8: Imagem ilustrativa do processo de corte dum corpo de prova

2.12.Propriedades fisicas

A determinacao da porosidade foi avaliada por dois métodos. O primeiro rege-se pela técnica
de Arquimedes onde determinamos a porosidade a partir da densidade aparente segundo a
norma ASTM C20-00 (2010). As amostras foram colocadas em estufa Carbolite (volume util de
750x600x500 mm?®), que detém de um controlador de temperatura Eurotherm com possivel
programacdo até 300°C, sendo utilizado 40°C durante 24h para a eliminacdo da agua
adsorvida na superficie dos poros. As amostras foram secas considerando esse valor como a
massa seca (W1) e, de seguida realizou-se a imersdo em agua destilada e mediu-se o valor
sendo denominado por massa imerso (W2). Estas amostras ficaram em agua até atingir a
saturacdo, extraindo o excesso de agua a superficie e mediu-se a massa de saturacdo (W3).
Estes valores permitiram-nos calcular diferentes valores de densidades, absorcao de agua,

porosidade que se encontram enunciados na tabela seguinte.

Tabela 10: Propriedades fisicas obtidas a partir do método de Arquimedes.

Unidade Formula
Densidade aparente w,
g/cm3 DA = W=,
Wy
BD=———
Densidade do corpo (bulk density) g/cm3 W; =W,
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. . M
Densidade relativa % DR = assa

volume

Msinterizagéo

Densidade sinterizacédo g/cm3 DS =
Vsinteriza(;éo
. = Massa dos pbs
Densidade de compactacao g/cm3 De=——on 77
Volume
Wy — W.
Absorcéao de agua % AA =3 !
w;
W5 — W,
Porosidade aparente % PA=——"1%100
W; =W,
Volume aparente cm’ VA=%

2.12.1. Porosimetria de mercurio

A porosimetria por intrusdo de mercdrio (PIM) permitiu obter a distribuicdo do tamanho médio
dos poros bem como o seu volume e a area especifica através da utilizacdo de um
porosimtero Autopore IV, modelo 9220 da Micromeritcs Instrument. Os pentrometros de 5mL
com capilar de platina foram empregues no ensaio PIM foram para as diferentes amostras.
Antes de efetuar o ensaio, as amostras estiveram 48h a 60°C numa estufa para remover a

agua continha para melhorar o contacto entre o mercurio e amostra.

2.12.2. Interconectividade

A succéo capilar é o processo no qual certos compostos corados (azul metileno) podem ser
transportados num biomaterial através da interconectividade dos poros devido a tensao
superficial. O transporte visualizado ao longo do corpo de prova é influenciado pela
densidade, tensao superficial mas principalmente pela interconectividade dos macroporos
(Vitale-Brovarone, Baino et al. 2009; Vitale-Brovarone, Baino et al. 2009; Bellucci, Cannillo et
al. 2010).

2.13. Caracterizacao mecanica

A caracterizacdo da amostra foi efetuada através do estudo de ensaios de dureza, flexao,
compressao, tenacidade a fratura e densidade. Todos estes processos serdao explicados e

analisados de seguida.
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2.13.1. Dureza

A dureza foi avaliada segundo o método de Vickers sendo esta definida por uma pressao de

indentacao obtida entre a carga de indentacao aplicada e a area da impressao superficial.

No processo de impressao Vickers, o identador de diamante é forcado contra uma superficie
da amostra durante um intervalo de tempo e, de seguida efetua-se a medicao da impressao
residual na superficie apos a remocao do penetrador (Nychka, Li et al. 2008; Hammouda
2009).

Os ensaios de dureza foram realizados hum equipamento Mitutoyo, modelo AVK-C2, aplicando
uma carga 1Kg de com um tempo de indentacdao de 10 segundos. Foram realizados 1
identacao em cada amostra, tendo sido realizado para 3 amostras, sendo o comprimento das

diagonais medido através de um microscdpio o6tico integrado no microdurometro.
F
HV = 1.8544 = (eq.4)

Onde HV representa a dureza Vickers, F a forca (N) e d a diagonal (mm).

2.13.2. Flexao em trés pontos

O teste foi realizado numa maquina de ensaio da Zwick, modelo 1435, com célula de carga
progressiva ate 5KN, que consiste em submeter a amostra a uma carga, em que a suas
extremidades se encontram apoiadas e separados por uma distancia definido com a reacao da

carga, trés pontos (Hammouda 2009).

_15xFxd

lx h? (eq.5)

Onde: F (N) é a forca aplicada, d distancia entre os apoios (mm), | largura (mm) e h espessura

(mm).

2.13.3. Compressao

A resisténcia a compressao foi avaliada também na maquina de ensaio da Zwick, modelo
1435, com células de carga progressiva até 5KN. Através do ensaio € possivel obter a carga
maxima necessaria para o calculo da compressao de acordo com a equacdo (eq.6). A

compressao € obtida pela tensao de rutura que depende da forca na area do ensaio.
F
o= (eq.6)
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Onde ¢ tensdo de ruptura (MPa), F forca (N) necessaria para ocorrer a fractura do ensaio e A

é a area da amostra (mm?) (Hammouda 2009).

2.13.4. Modulo de elasticidade

0 modulo de elasticidade estuda a resisténcia do material em funcdao da sua taxa de
deformacao elastica. Este valor é-nos dado através da interpolacdo dos graficos tensdao em
funcao da deformacao.

_ d3 X1—X2
T 4xlxh3 Al (€q.7)

Onde: E valor do médulo de elasticidade (GPa), d distancia entre os apoios (mm), | largura
(mm) e h espessura (mm), x1 e x2 sao pontos do eixo das ordenadas (tensao) na zona linear,

Al pontos correspondentes aos anteriores do eixo das abcissas (deformacao).

2.13.4.1. Propagacao de pulsos ultrassonicos

A determinacao do modulo de elasticidade, coeficientes de temperatura e de atenuacao pelo
método de ultra-som, que possibilita o estudo das propriedades mecanicas sem comprometer
a integridade do biomaterial seguindo a norma ASTMCS 597. Para efetuar este teste utilizou-
se o dispositivo da Tico Proceq dotado de dois transdutores colocados em contacto com as
duas faces opostas de modo que o pulso com frequéncia de 54KHz percorra todo o corpo. Um
dos transdutores é emissor e outro é o recetor. Deste modo, permite medir diretamente o
tempo de propagacao em microssegundos (us) e a distancia percorrida (mm). A razao entre o
tempo de propagacao e a distancia percorrida permite calcular a velocidade da propagacédo
das ondas do biovidro (Begum, Rajendran et al. 2006; Malasoma, Fritsch et al. 2008) . Com o
valor obtido da velocidade (U.), consegue-se calcular o mddulo de elasticidade (E) pela

seguinte equacao:

E=UZxp (eq.8)

Onde p é a densidade da amostra. A impedancia aclstica (Z) estad relacionada com a

velocidade:
Z=Uxp (eq.9)
0 coeficiente de expansao térmico pode ser obtido utilizando a seguinte equacao:

a, = 23.2(U — 0.57457) (eq.10)
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2.14.Avaliacao biolégica

2.14.1. Citotoxicidade

As células osteoblasticas humanas foram semeadas em frascos-T de 25 cm® com DMEM-F12
suplementado com inativacdo por calor e solucdo antibiotica/antimicdtico. Apds as células
atingiram a confluéncia, foram subcultivadas por incubacao de 3-5minutos em tripsina e
EDTA. De seguida, as células foram centrifugadas, ressuspensas em meio de cultura e,
semeadas em frascos-T de 75 cm®. Ao longo deste processo, as células foram mantidas em
cultura a 37°C numa atmosfera humidificada de 5% de CO, numa incubadora (Maia, Ribeiro et
al. 2009; Ribeiro, Espiga et al. 2009). Posteriormente, as células osteoblasticas humanas
foram cultivadas em contacto direto com os biomateriais na placa de 96 pocos, cada
formulacédo foi adicionado (n=4), numa densidade de 15x103 células/ poco. O crescimento
celular foi monitorizado empregando um microscopio de luz invertida da Olympus, modelo
CX41 equipado com uma camara digital da Olympus, modelo SP-500 UZ (Coimbra, Alves et al.
2011; Coimbra, Ferreira et al. 2011).

2.14.1.1. Caraterizacao do perfil de citotoxicidade

As células osteoblasticas humanas foram semeadas na presenca dos biomateriais em placa de
96 pocos, com DMEM-F12 e, de seguida, incubadas a 37°C, numa atmosfera humidificada com
5% de CO,. Apos o periodo de incubacdo (24,48 e 72horas), a viabilidade celular foi avaliada
através da reducdao do MTS num produto formazan solivel em agua. A absorvéncia do
formazan foi medida a 492nm utilizando um leitor de microplacas (Sanofi, Pauster
Diagnostics). Os pocos contendo as células em meios de cultura sem a presenca de amostras
de biovidro foram utilizados como controlo negativo (K). As cavidades que continham células
foi adicionado etanol (96%) correspondendo ao controlo positivo (K*) (Da Silva, Viveiros et al.
2011).

2.14.2. Bioatividade

A bioatividade do biomaterial foi avaliada in vitro através da observacdo da deposicao de uma
camada de gel de silica sobre a superficie de cada corpo de prova para 100%, 60%, 50% e 40%
de biovidro, apos diferentes tempos de imersao em SBF. O SBF foi preparado no laboratorio
segundo o protocolo de KoKubo (Kokubo and Takadama 2006), na qual é necessario a adicao

dos reagentes segundo a ordem indicada pela tabela 12, em agua pura.
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Tabela 11: Ordem, reagente e a sua massa para preparar 1000mL de SBF.

Ordem Reagente Massa (g) em funcao de 1000mL
1 NaCl 8,035
2 NaHCO, 0,355
3 KCl 0,225
4 K;HPO,.3H,0 0,231
5 MgCl,.6H,0 0,311
6 1.0MHCL 39mL
7 CaCl, 0,292
8 Na,S0,4 0,072
9 Tris 6,118
10 1.0MHCL 0,5mL

Os testes de mineralizacao por deposicao de HCA foram efetuados por imersao de amostras
lixiviadas em SBF, para 1,7, 14, 21 e 28 dias. O volume de SBF empregue foi calculado a partir
da seguinte equacao:

_ Sa

f = (eq.11)

Onde: V, é o volume de SBF (mL) e S, a area de superficie da amostra (mm?). De seguida, a
amostra é colocada num eppendorfs com o seu devido volume de SBF e colocada numa

camara de aquecimento com agitacao.

Para avaliar a deposicdo de HCA, as amostras foram caracterizadas apos diferentes periodos

de imersao, por EDS e SEM para avaliar a quantitativamente e morfologicamente a HCA.

Durante a imersao, realizou-se sistematicamente a avaliacao de pH, cada solucao, desta
forma monitorou-se as variacdes de pH promovidas pelo processo de troca idnica entre o

biovidro e o SBF.
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Tabela 12: Comparacao da concentracao de ides entre o plasma e o SBF.

Concentrac¢ao ionica (mM)

l6es

Plasma SBF

Na* 142,0 142,0
K* 5,0 5,0
Mg 1,5 1,5
Ca* 2,5 2,5

cr 103,0 147,8
HCO; 27,0 4,2
HPO,* 1,0 1,0
SO.> 0,5 0,5

Na tabela 13, apresentam-se as concentracdes ionicas,

plasma e ao SBF.

a titulo comparativo, relativas ao
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Capitulo 3

3. Resultados e discussao

Os resultados apresentados ao longo da tese foram sempre obtidos como a média mais ou
menos o desvio padrao de pelo menos 4 amostras independentes.

3.1. Distribuicao granulométrica do sal

A figura 9 representa a distribuicio de tamanho de particulas obtidas pelo método de
peneiracao. O intervalo da dimensao das particulas empregue neste trabalho foi de 212 a
425pum permitindo a obtencao, como iremos discutir mais a frente, de uma variacao do valor

dos macroporos.

0,35
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—_— O 25 T
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[(+] ’
33
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&5 0,15
o = . .
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>° 005 - massa de sal em cada
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0 .
850 600 425 300 212 150 106 75
Tamanho (|Jm) y = 0,0032x* - 0,0532x? + 0,2648x? - 0,3705x + 0,1466
R? =0,9642

Figura 9: Histograma da distribuicao de tamanho de particulas para o sal apds 5minutos de peneiracao.
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3.2. Distribuicao granulométrica do biovidro

Tabela 13: Resultados obtidos a partir do software L5200, com o moédulo da “Variable speed fluid

module plus”
Amostra 100% Biovidro
Volume (%) 100
Média (pm) 11,23
Mediana (pum) 12,16
d10 (um) 2,799
d50 (um) 12,16
d90 (um) 36,34
Area superficie especifica (cm?/g) 3031

A figura 10 seguinte mostra a distribuicdo dos tamanhos de particulas médio do biovidro,
obtido por difracao a laser (Coulter). Pode observar-se, tanto pela tabela como pelo
histograma, que ha uma configuracdo bimodal na distribuicdo das particulas associada a uma
diferenca na granulometria. Esta desigualdade granulométrica é fulcral pois permite que
particulas de pequenas dimensdes se alojam entre os poros para auxiliar a coalescéncia das
particulas entre os agregados de maiores dimensdes adquirindo, deste modo, um melhor

acondicionamento da matriz.

A I Granulometria

—— 2 Méd. mov. per.

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||I|| (Granu|ometria)
o O O O O O O O © O o

O B N W » U1 O

Volume acumulado de
particulas

,375
,598
,953
1,520

2,423
3,863
6,158
9,818
15,650
24,950
39,780

Granulometria (um)

Figura 10: Histograma da distribuicdo de tamanho de particulas para o biovidro puro.
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As dimensdes empregues para a manufatura dos corpos de prova foram particulas inferiores a
40um, uma vez que estas devem ter granulometria inferior as particulas de sal para obter um
scaffold, isto porque caso a granulometria entre o biovidro e o sal sejam equivalentes, nao
ocorre fendmenos de coalescéncia uma vez que nao formou uma estrutura de rede. De acordo
com os resultados obtidos apresentados pela tabela, o tamanho médio das particulas é de
11,2340pm; com maior fracao concentrada em torno de 36,3440pm. Alguns tamanhos

superiores a 40um justificam-se pelo facto das particulas ndo serem esferas perfeitas.

3.3. Choque térmico

Utilizamos como método de arrefecimento o choque térmico para este transitar para o estado
solido, uma vez que que a taxa de arrefecimento € acelerada nao permite o rearranjo
atomico que se encontram dispersos na fase liquida, inibindo fendmenos de cristalizacdo do

biomaterial. A figura seguinte ilustra o resultado obtido apo6s o choque térmico.

Figura 11: Amostra de biovidro obtido ap6s choque térmico

3.4. EDX

Apos a fusdo das diferentes matérias-primas, efetuou-se uma analise elementar do biovidro
(pods) para verificar se a temperatura de 1500°C se mantinham todos os elementos na
composicao. Como se pode visualizar pela figura 12, todos os elementos se mantiveram a essa
temperatura, conseguindo visualizar-se pelos picos assinalados que correspondem aos oxidos

presentes na amostra inicial.
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Elemento Oxido % Oxido

Na Na;0  7.82

' Mg MgQ 1274
si 5i0; 5084

K K0 178
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P P:0; 394

-

Energy /keY

Figura 12: Fluxograma do teste de EDS para visualizar a composicdo da amostra apds o processo de
fusao.

3.5. DRX

A natureza amorfa do biovidro (pd) antes ser sinterizado foi confirmada pela auséncia de
picos cristalinos definidos pelo espectograma da figura 13. Esta natureza amorfa ja era
esperada devido a composicdo selecionada pois biovidro possuidores de modificadores de
rede, tais como o sodio e potassio permite a formacdo de materiais vitreos devido a ocupacao
dos ides alcalinos de locais aleatorios na estrutura de silica, o que consente a formacao de
uma estrutura que nao apresenta periodicidade e estes ides usufruem da capacidade de

aumentar o poder de desvitrificacao da amostra.

[01.MDI] Amostea - Vidra moido

00

Intensity(Counts)

w e
Two-Theta (deg)

Figura 13: Difractograma de raio-X do biovidro apés o choque térmico.
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3.6. Analise térmica

3.6.1. DTAeTG

T T
[orasw TG %)
} A Exo

25

[-3.0

45
-5.0
5.5

6.0

-7.0

Figura 14: Analise DTA e TG na amostra de 100% biovidro em funcao da temperatura.

Através da analise da figura 14, o primeiro pico exotérmico visualizado pelo DTA corresponde
a libertacdo de agua da adsorcao fisica que ndo foram removidos durante o processo de
secagem. As retas representam processos de densificacdo ao longo do processo de

sinterizacgao.

O segundo pico exotérmico representa o pico da cristalizacdo (T°%c) que é obtida
aproximadamente aos 827°C sendo inicializado o processo aos 780°C. A obtencao do valor de
Tg e o seu intervalo sdo fundamentais, uma vez que possibilita e auxilia a selecao adequada
do valor da temperatura de sinterizacdo de modo a reduzir fenomenos de cristalizacdo e

diminuir tensdes residuais caracteristicas do processo de resfriamento do vidro.

A partir dos resultados acima indicados é possivel estabelecer uma relacdo entre o
comportamento de sinterizacao e o de cristalizacdo. Através da analise do grafico verifica-se
que a transicao vitrea ocorre precedentemente a cristalizacdo sendo que esta pode interferir
no processo de sinterizacao caso nao haja uma boa leitura do resultado ou nao se escolha o
intervalo correto para a temperatura de cristalizacdo. A melhor opcao para é definir onde se

inicializa a cristalizacao (T;.) e escolher um valor, proximo mas inferior.

0 valor da temperatura de transicao vitrea calculado através de método de Hupa et all:
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T,(°C) = A + B[SiO,] + C[Na,0] + D [K,0] + E[Ca0] + F[MgO] + G[P,0s]
= —309.26 + 10.34x51.9 + 1.58x9.8 + 2.30x1.8 + 10.89x19 + 7.88x15
+ 12.56x2.5 = 603.52

A anadlise térmica revelou baixa cristalinidade como se visualizou pela analise do DRX, nao
ocorrendo nenhuma alteracdo das propriedades quanto a sua transparéncia e translucidez
apos efetuar o choque térmico. A cinética de cristalizacdo de Avrami para o CEL2 indicou
valores de energia de ativacao igual a 107,5 kJ/mol e o valor de n (n = 1) o que significa que

a cristalizacao tende a ocorrer preferencialmente a superficie.

3.6.2. Dilatometria

A anadlise dos resultados de CTE para cada amostra para as diferentes formulacées para

a (200 a 300°C) encontram-se alistados na tabela 15.

Tabela 14: Valor de CTE para cada composicao.

Composicédo CTE (K"
100% 20,9x10°®
60% 17,4x10°¢
50% 18,7x10°¢
40% 18,8x10°

Pela analise da figura 15, observa-se quanto menor for a adicdo de biovidro, maior sera a sua
expansao linear, isto &, maior sera o valor de AL/Ly Também se pode observar que as
amostras com adicao de sal, produzem um aumento na expansao dos compactos e, por
conseguinte, no valor de CTE. Até aos 400°C, o valor da expansao é semelhante para todas as
formulacdes, mas a partir deste, comecam a observar-se variacoes devido ao efeito do sal.
Com a adicao de sal, a linearidade da resposta fica prejudicada a partir dos 400°C. O ensaio
decorre até, aproximadamente aos 750°C, evitando a temperatura de cristalizacdao que se

inicializa acima deste valor.

40



1
<
(]
£
; =0—100%
ug
ﬁ == 60%
—
o 50%
o
T T T —— 40%

0 200 400 600 800
Temperatura (C)

Figura 15: Expansao linear em funcao da temperatura para amostras com 100%, 60%, 50% e 40% de

biovidro.

3.7. DRX

Na figura seguinte apresenta-se o difractograma da amostra com 100% de biovidro. Através de
uma analise comparativa entre esta e a figura 16 verifica-se uma semelhanca de resultados,
uma vez que esta também apresentou uma natureza amorfa. Assim, pudemos concluir que a
temperatura utilizada na sinterizacao das amostras foi bem escolhida uma vez que nao nos

deparamos com fenomenos de cristalizacao.

[D2.MB 1] Amostra - 100%

a0

300

250

200

Intensity(Counts)
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10 0 0 a0 &0 &0 70 20
Two-Theta (deg)

TMaterials Data, Inc [STILES | Admiristrator]<c A0 ATASC AN\DATA 14REQ895 Monday, Dec 31, 2001 11:58p (VD ILJADER)

Figura 16: Difractograma de raio-X do biovidro apos a sinterizacao numa amostra com 100%

de biovidro.
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3.8. Corpos de prova

A Figura sequente representa a evolucao dos corpos de prova onde se pode inferir a diferenca
no grau de homogeneizacao, (figura 17a); diferentes estudos em funcao do efeito da

percentagem de acetona e do molde (figura 17b) resultaram na otimizacao até ao corpo de
prova final (figura 17c).

Figura 17: Imagens ilustrativas da evolucao na obtencao dos corpos de prova em funcao do modo de

homogeneizacao, tipo de molde, teor de acetona e tipo de ensaio empregue.
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Estes estudos de otimizacao do corpo de prova final foi bastante complexo de atingir pois
verificou-se uma certa dificuldade em reunir as condigcoes ideais para a obtencao de scaffold
com as caracteristicas microestruturais ideias. Na figura 17a) visualiza-se uma grande
aglomeracao superficial, isto deve-se ao processo inicial de homogeneizacao entre o sal e o
biovidro que foi efetuado de forma manual. Ao concretizar este processo desta forma
averigua-se que o sal tinha formado aglomerados a superficie e que, ao longo do processo de
lixiviacdo o scaffold era degradado formando este aspeto de cavidades a superficie. Com isto
chegou-se a conclusao que um dos possiveis procedimentos que nos permitia o alcance da
homogeneizacdo era através de um agitador magnético mas, este pode alterar a
granulometria do sal pois pode fragmenta-lo; outro método seria a aplicacdo de peneiros com
agitacdo ou com o uso de um vortex. E de sublinhar que os peneiros devem possuir um

diametro de rede bem superior ao das nossas particulas.

Outra dificuldade sentida era a percentagem ideal de acetona (ligante) a adicionar e a sua
remocao para que esta exercesse a sua funcao de uniao mas que nao fosse em quantidades
exageradas, pois apds a sua remocdo atribuia um aspeto laminar a amostra como se pode
visualizar pela figura 17b. A quantidade otimizada é de 20% do seu peso nos corpos de prova
que adicionamos o sal e 25% nos corpos de prova que apenas possuem biovidro. Para a
extracdo da acetona, o aconselhado é conservar as amostras a temperatura ambiente pois
caso retrairmos este componente através de temperatura pode criar desidratacdao da amostra

e fraturas superficiais visiveis.

Figura 18: Imagem do corpo de prova obtido através do molde 2.

Inicialmente empregaram-se os moldes 1 mas deparou-se nas enormes dimensoes que estes
acarretavam e da necessidade de obtermos corpos de prova de reduzidas dimensdées mais
adequadas para a caracterizacdo mecanica. Com isto construimos o molde nimero 2 que nos
criou bastantes entraves, uma vez que as reduzidas dimensdes acarretaram com outras

rejeicoes. As propriedades subjacentes eram os fenomenos de atrito que levavam a vibracao
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da amostra o que dirigia ao aspeto laminar que sustentamos na figura 18. Outro aspeto
significativo é que, para ocorrer compactacdo necessitavamos de uma pressao de 100 MPa
(utilizada no molde 1) e nestas condicoes de dimensionamento o molde apenas suportava 60
MPa e estes so podia ser utilizado no maximo uma vez pois os puncdes comecavam a deformar
plasticamente e nao oferecia condicées para um novo ensaio. Com isto verificamos que era
melhor utilizarmos o molde 1 pois conseguiamos obter uns corpos de prova com melhores

condicoes de processamento e, de seguida efetuar o seu corte.

Efeito simples — molde 2 Efeito duplo— molde 1

00 i

% Gradiente assimétrico da densidade % Gradiente simétrico da densidade em relagdo
ao centro

x  Aumento do atrito devido as
reduzidas dimensées do molde —
vibrago da amostra —amostra em

%x  Redug8o do atrito devido ao aumento das
dimens&es do molde

lamelas x A menor densidade apenas encontra-se no
»  Densidade da amostra diminui do centro — percentagem reduzida

topo para o fundo — presenga de

gradientes % Redug3o de gradientes

Figura 19: Diferenca no tipo de prensagem empregue em cada molde. O efeito simples foi utilizado no

molde 2 e o efeito duplo no molde 2.

A figura 19 sintetiza a diferenca entre os dois moldes bem como o tipo de prensagem
empregue em cada uma. Para obtermos uma homogeneizacdo dos gradientes de densificacao
€ mais vantajoso utilizarmos o molde1 com o efeito duplo isostatico como se encontra

explicado na figura.

0 aspeto rugoso observado na Ultima figura 17c é fundamental para criar a adesao das células
osteoblasticas bem como criar as condicdes necessarias para aumentar a permeabilidade,
tanto para as células com para os fluidos. Os scaffolds aqui produzidos apresentam uma
estrutura com caracteristicas marcantes e diferenciais entre as superficies interna e a

externa como iremos identificar de seguida.
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3.9. Estudo da microestrutura

Para as diferentes amostras, com percentagens de biovidro/sal, os parametros de manufatura
sdo iguais, apenas diferindo uns dos outros na composicdo de sal adicionado o que ira levar a
diferencas microestruturais quanto a sua porosidade como sera visivel, nas figuras 20 a 23 de
SEM.

A andlise da figura 20 permite-nos visualizar que o biovidro sem a presenca de porogénio
possui uma microporosidade propria que advém de espacos vazios entre particulas que ndo
sao ligadas durante a sinterizacao. A figura 20a e b representam duas micrografias da
estrutura interna do scaffold onde é possivel observar mais detalhadamente a
microporosidade aberta com um formato esférico (figura 20 d e e) que atinge uma variacao
entre 13 a 19 pm. A superficie rugosa apresentada nas paredes internas favorece os processos
celulares e a adesao de proteinas que é criada essencialmente por este tipo de porosidade. A
figura 17b também mostra a boa sinterizacdo alcancada uma vez que nao se distingue a
diferenca de particulas empregues na manufaturacao dos corpos de prova. Por sua vez, as
figuras 16a expdem um excelente resultado conseguido pois as trabéculas encontram-se bem
densificadas (figura 17c) e espessas (figura 17b) o que ira proporcionar uma boa resisténcia ao

corpo de prova.

Nas figuras 21a, 22a e 23a ilustram-se cortes transversais das amostras com 60, 50 e 40 % de
biovidro apos a sinterizacao e lixiviacdo do porogénio. Nestas pode visualizar-se a distribuicao
dos macroporos bem como as diferencas nas suas proporcées que se encontram
correlacionadas com possiveis fraturas do sal durante o processo de prensagem, impedimento
da completa compactacao devido as grandes dimensdes do sal comparativamente ao biovidro
e pela prépria microporosidade inerente a composicdo. Pela analise da figura 24 também se
pode visualizar a forma quadrangular dos macroporos sendo esta atribuida pela conformacéo
do sal. Os macroporos variam entre os 300 a 400 pm como se verifica pelas medicoes
efetuadas (ndo podem ser consideradas exatas) na figura 20c. Pode-se também visualizar a
muito boa sinterizacao pela homogeneidade da amostra nas figuras 21d, 21e , 21f, 22c , 22 d
e23bec.

Tanto o tamanho do poro como a sua porosidade sdo controlados pelo tamanho das particulas
de sal bem como a sua percentagem adicionada em cada corpo de prova. Estas micrografias
representam a estrutura tipica de uma matriz porosa. Os macroporos resultantes do processo
de lixiviacao sdao bem visiveis em todas figuras das micrografias, sendo que as suas dimensoes
aproximam-se ao tamanho dos graos de sal. A diferenca mais notavel no conjunto é a
quantidade de macroporos que é superior da amostra de 60% biovidro para a de 50% de
biovidro, uma vez que a ultima possui maior percentagem de porogénio. Outro aspeto
relevante que nos pudemos deparar é a maioria dos poros encontrarem-se abertos devido as

caracteristicas otimizadas da sinterizacao dos corpos e a boa lixiviacao do sal.
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Figura 20: a) Corte transversal da amostra de 100% de biovidro que permite observacao da
distribuicao da microporosidade da amostra (ampliacao 50x), b) utilizacao de uma ampliacao
superior para a obtencao de uma melhor visualizacao dos microporos (ampliacao 700x) c) avaliacao
do tamanho da microporosidade (ampliacao 700x) d) presenca da rugosidade presente no microporo
(ampliacdo 3000x) e d) formato esférico do microporo visualizado numa ampliacdo superior

(ampliacao 3500x).
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Figura 21: a) corte transversal da amostra com 60% de biovidro onde se observa a distribuicdo da
macroporosidade (ampliacao 50x); b) ampliacao (60x) aumentada que permite a visualizacao mais
detalhada dos macroporos e a sua medicao em c); d) interconectividade presente na amostra
(ampliacdo 2000x); e) aumento da ampliacao da figura (d) que permite visualizar a espessura do
vinculo (ampliacdo 3000x) e f) maior ampliacdo do vinculo que permite visualizar a rugosidade

presente bem como a boa sinterizacao deste (ampliacao 1000x).
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Figura 22: a) corte transversal da amostra com 50% de biovidro onde se observa a distribuicao da
macroporosidade (ampliacao 50x); b e d) interconectividade presente na amostra (ampliacao
4000x e 1000x respetivamente); c) aumento da ampliacao da figura b que permite visualizar a
espessura do vinculo e a rugosidade presente, bem como a boa sinterizacao deste; e) medicao do

vinculo apresentado (ampliacao 1000x).



Figura 23: a) corte transversal da amostra com 40% de biovidro onde se observa a distribuicao da
macroporosidade (ampliacdo 50x); b) interconectividade presente na amostra (ampliacao 900x); e)
visualizagdo dum vinculo espesso e rugoso presente bem como a boa sinterizagcdo deste (ampliacao 1500x); d)
medicao do vinculo apresentado (ampliagcao 1500x).

Figura 24: Micrografia dum macroporo com formato quadrangular (ampliacao 500x).

49



3.10.Propriedades fisicas

3.10.1. Interconectividade

A interconectividade dos poros por infiltracao do azul metileno permitiu averiguar a
interconexao entre os macroporos presentes na microestrutura do biovidro (figura 26, 27, 28).
Este teste apenas alegou a indicacdo da interconexao, caso nao haja o vinculo entre estes
ocorre como na figura 25 a nao ascensao do corante ao longo da amostra sendo apenas

colorida a parte que se encontra em contacto com o corante.

Figura 25: a) Imagem de uma amostra de 100% de biovidro apos imerséo no azul metileno em que nao

se visualiza qualquer subida do corante; b) corte transversal para comprovacao da ndo existéncia do
azul metileno no interior da amostra.
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Figura 26: a) Imagem que ilustra o processo de imersao da amostra com 60% de biovidro onde se
observa a chegada a 1/2 do volume do corpo de prova; b) corpo de prova com 60% biovidro
completamente corado pelo azul metileno; c) corte transversal do corpo onde se confirma que o

interior da amostra se encontra corado.
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Figura 27: a) Imagem ilustrativa do processo de imersao da amostra com 40% de biovidro onde se
visualiza a chegada a %2 do volume do corpo de prova; b) corpo de prova com 40% biovidro totalmente
corado pelo azul metileno; c) corte transversal do corpo onde se confirma que o interior da amostra se

encontra corado.



Figura 28: a) Imagem ilustrativa do processo de imersao da amostra com 40% de biovidro onde se
visualiza a chegada aos 40% do volume do corpo de prova; b) corpo de prova com 40% biovidro
totalmente corado pelo azul metileno; c) corte transversal do corpo onde se confirma que o interior

da amostra se encontra corado.

Como se pode visualizar pela figura 29 ha diferentes tonalidades, o azul mais atenuado
indica-nos uma adsorcao mais lenta que pode ser atribuida a presenca de canais mais
estreitos, por outro lado, o azul concentrado indica-nos que o fluxo do corante através de
canais mais amplos pelo que nenhuma zona nao ficou por colorir. Com isto conclui-se que
quanto maior a porosidade, caso haja interconexao entre os macroporos da rede, mais

permeavel sera o corpo de prova.
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Figura 29: fotografia final apos a imersao de todos os corpos de prova em azul metileno.

3.10.2. Meétodo de Arquimedes

Verifica-se, pelo método de Arquimedes, que para diferentes percentagens de biovidro

presente em cada amostra se obtém diferentes valores de densidade, porosidade e adsorcao

de agua como se encontra representado na tabela seguinte.

Tabela 15: Propriedades fisicas das amostras.

Composicao Biovidro

100% 60% 50% 40%
fr 2,67 1,84 1,61 1,7

BD (g/cm?®) 2,61 1,1 0,87 0,76
AA (%) 0,73 36 53 73,5

PA (%) 1,912 40,123 46,01 55,52
VA (g/cm’®) 5,31 4,77 4,34 4,29

@ 0,399 0,468 0,436

Dc (g/cm’® 0,905 1,35 1,23 1,47
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DR (g/cm’) 1,02 1,67 1,85 2,24

DS (g/cm?) 2,51 3,06 3,36 4,22

Através da analise da tabela 18 verifica-se que ha um aumento da DR em funcao da reducao
da biovidro na composicao, este comportamento sucede devido a morfologia das particulas de
biovidro irregulares em funcao do sal, bem como durante o processo do choque térmico, ha
uma tensao residual térmica devido ha diferenca do CTE entre as fases, pode ser uma

justificacao da reducao do valor da densidade relativa.

Durante o ciclo de sinterizacao, verifica-se que, tanto a presenca de granulometria bimodal
do biovidro como a diferenca entre esta e o sal, sao fundamentais no processo de
densificacdo. Quanto maior o teor de sal adicionado, maior é a DS uma vez que existe uma
maior DC entre as particulas de sal e de biovidro. A presenca de pequenas particulas é

fundamental durante este ciclo pois favorecem a coalescéncia da amostra.

Elevados valores de BD indicam-nos que as trabéculas da rede da microestrutura encontram-
se com maior resisténcia como se pode comparar com os resultados obtidos e indicados pela
tabela 18, isto fundamenta o facto que na tabela 18 obtivemos valores superiores de BD nos
corpos com maior percentagem de biovidro uma vez que estes apresentam uma diferenca no

valor de porosidade.

Na figura 30, podemos observar que quanto maior a porosidade aparente existente nos corpos
de prova, menor sera o seu volume aparente. Este facto atribui-se ao significado da
macroporosidade, que consiste em espacos vazios que ocupam um determinado volume
existente em cada corpo de prova, logo quando efetuamos o seu calculo, o volume da
amostra sera superior nos corpos que possuem maior percentagem de biovidro pois possuem

um menor grau de porosidade.

60 40%
50%

50 60%

5,31 4,77 4,34 4,29
VA

Figura 30: Evolucao da porosidade aparente em funcao do volume aparente para os corpos de prova
com 100%, 60%, 50% e 40% de biovidro.
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Existe uma relacao crescente entre a agua absorvida e a porosidade. Quanto maior a
porosidade e menor a percentagem de biovidro na composicao dos corpos de prova, maior
sera a agua retida nos seus macroporos. Esta relacdo € um indicador de uma elevada taxa de

porosidade aberta presente nos nossos ensaios (figura 31).

80 40%
60 409
S 60%
< 40
<
20
100%
0 )
1,912 40,123 46,01 55,52
PA (%)

Figura 31: Evolucdo da agua absorvida em funcao da porosidade aparente para os corpos de

prova com 100%, 60%, 50% e 40% de biovidro.

A fracdo de sal retido apos a lixiviacdo, figura 32, é superior nos corpos de prova com menor
adicao de sal e, que possuem uma menor porosidade aparente. Este dado, também é um
indicador da boa interconectividade da rede, uma vez que os valores retidos podem ser

considerados como pequenos e estao associados a porosidade fechada.

70 60
60 50
50

30 -
20 -
10 ~

% sal adicionado

0,399 0,468 0,436
Fraccgao de sal

Figura 32: Evolucao da adicao de sal adicionado na manufacturacao dos corpos de prova e o sal retido

apos o processo de lixiviacao.
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3.11.Porosidade

O ensaio de porosidade por intrusdo de mercurio iniciou-se com uma baixa pressao e
posteriormente empregou-se uma alta pressdo, a alta pressdo € responsavel pela destruicdao
das estruturas internas devido a fragilidade das trabéculas. Pode-se observar, através da
analise da figura seguinte, que o caminho seguido na primeira fase de intrusao é diferente da
segunda fase de extrusdao do mercdrio, tal deve-se ao facto na primeira permanecer vestigios
de merclrio na amostra logo, na segunda fase ndo acompanha a parte dos poros identificada

pela intrusao.

Cumulative Intrusion vs Pore size
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Figura 33: Volume cumulativo (ml/g) em funcado do didmetro do poro (um) para as amostra com 100%,
60%, 50% e 40% de biovidro.
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Pela analise da figura 34, visualiza-se que a curva possui duas regides distintas para o
diametro de poro, esta distribuicdo deve-se a presenca bimodal do tamanho das particulas
presentes na mistura utilizada na sinterizacdo das amostras, mas apresenta maior
representatividade na faixa de 90um.

Differential Intrusion vs Pore size
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Figura 34: Volume incremental (mL/g) em funcdo do diametro do poro (um) para as amostra com
100%, 60%, 50% e 40% de biovidro.

Tabela 16: Resulatos obtidos pelo PIM.

Composicdo Biovidro

100% 60% 50% 40%
Volume total de
0,0059 0,3967 0,7702 0,9957
intrusdo (mL/g)
Area total dos
5 0,001 0,030 0,055 0,0646
poros (m*/g)
Média do 88.161
diametro dos 6,516 64,073 85,937
poros (um)

Pela tabela anterior, pode-se verificar que ha uma maior intrusdo de volume de mercurio nas
amostras mais porosas, isto €, com menor percentagem de biovidro presente nas amostras.

Tal deve-se ao aumento da area total bem como no incremento do diametro.
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O tamanho do poro obtido na amostra de 100% de biovidro corresponde a valores de
microporosidade atribuido durante o processo de sinterizacdo. Estes correspondem a
aproximadamente 0,59% do volume total dos poros abertos presente na amostra, distribuem-

se entre aproximadamente 0,0055 a 13pym sendo o valor mais frequente 6,5um.

Em relacdo as amostras de 60%, 50% e 40%, os poros apresentados na média sao considerados
como macroporos sendo atribuidos pela presenca de sal durante a sinterizacdo que sdo
removidos na lixiviacao deixando espacos vazios. Para as amostras de 60% e 50%, o intervalo
de distribuicao encontra-se aproximadamente de 1 a 180 pm sendo para a amostra de 60% o
valor mais frequente 64,1um, cujo o volume da porosidade aberta é sensivelmente de 39,67%
e, no caso da amostra de 50%, o valor frequente é aproximadamente de 85,9um sendo o
volume de porosidade aberta de sensivelmente 77,02%. A amostra de 40% abrange um maior
intervalo de distribuicao aproximadamente 2 a 263pm sendo o valor mais frequente 88,2 pm

cujo o seu volume é sensivelmente 99, 57%.

Comparando a analise obtida através de SEM e PIM averigua-se que este apresenta um
tamanho de poro bastante inferior sendo este valor atribuido a técnica de medicao da pressao
em ciclos ou estreitamento circular capaz de reduzir o diametro, obtendo-se um assim um

valor inferior.

3.12.Caracterizacao mecanica

Os valores obtidos para a resisténcia a compressdao encontram-se alistados na tabela seguinte
em funcdo da composicdo e da existéncia ou auséncia de maturacao das amostras. Valores
superiores foram obtidos em amostras com maior percentagem de biovidro, uma vez que,
quanto maior é a percentagem de biovidro, mais reforcadas estdo as suas trabéculas pois

possuem maior densidade (figura 35) tém menor porosidade e niUmero de fraturas.

- 70
S 60 -
§_ 50 -
o 40 -
lg 30 -
o 20
a 1 ~
g 10 - - B Com maturagao
0 - ~
o 100 60 0 20 sem maturagao
B Com maturagao| 60,01 5,91 1,42 0,796
sem maturagao | 4,19 2,6 0,82 0,133

%biovidro

Figura 35: representacao da compressao em funcao da percentagem de biovidro em cada corpo de

prova com maturacao e sem maturacao.
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Pela andlise da tabela 19 pode visualizar-se que a imersao das amostras em agua (maturacao)
melhora as propriedades mecanicas pois a matriz torna-se mais rigida com o tempo. Uma
forma de aumentar os valores de resisténcia mecanica € melhorar a sua microestrutura,
aumentando o seu valor de densidade bem como diminuir ao maximo a presenca de defeitos,

como por exemplo fissuras, nos corpos de prova.

Tabela 17: Resultados da resisténcia a compressao nos corpos de prova com 100%, 60%, 50% e 40% de

biovidro, com maturacao (C) e sem maturacao (S).

Estudo de compressao (MPa)

100% 60% 50% 40%

S c s c S c S c
1,27 44,35 2,09 8,88 1,185 1,34 0,136 1,22
7,11 54,03 2,18 3,58 0,608 1,46 0,179 0,46
7,08 78,79 2,89 5,79 0,959 1,46 0,133 1,70
6,53 63,23 1,52 5,39 0,54 1,405 0,084 0,60

Valor médio

5,5 60,01 2,03 5,91 0,82 1,42 0,133 0,796

Desvio padrao

2,831 14,652 0,562 2,201 0,303 0,057 0,039 0,574

Na tabela 20, apenas se pode obter os valores de dureza para as amostras de 100% e 60% de
biovidro uma vez que as restantes amostras sao demasiadamente porosas nao se conseguindo
visualizar a marca de identacao devido a fragilidade apresentada pela porosidade, tornando-
se assim um especto critico uma vez que a carga de identacado influencia o tamanho e o
comprimento da trinca, sendo dependente da microestrutura do biomaterial. Mesmo no corpo

de prova de 60% de biovidro, apenas conseguimos efetuar trés ensaios.

Os resultados de microdureza Vickers sao superiores no corpo de prova de 100% do que os de
60%, deve-se a maior dureza inerente ao biovidro. Quanto maior for a percentagem de

biovidro no corpo de prova, maior sera a sua microdureza.
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Tabela 18: Dureza Vickers (HV) das amostras com 100% e 60% de biovidro.

100% Biovidro 60% Biovidro

Dureza de Vickers (HV)

680 289
652 308
696 262
647 -
662 -

Valor médio

667,4 286,3

Desvio padrao

20,37 23,12

Através da analise dos resultados pelo método de Arquimedes (norma ASTM C20-00 (2010)) e
pelos resultados obtidos para a caracterizacdo mecanica, pudemos concluir que a densidade
possui um papel ativo nas propriedades mecanicas, uma vez que estes valores irao influenciar

a dureza, resisténcia a flexao e a compressao.

100%

2,5

1,5

BD

60%
1 50% 409 BD

0,5 I—

49,19 5,91 1,42 0,796
Resisténcia a compressdo (MPa)

Figura 36: Efeito das densidades (densidade de sinterizacao e BD) na compressao para cada corpo de prova
com 100%, 60%, 50% e 40% de biovidro.
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Da analise da figura 36, as amostras com maior BD exibem melhores propriedades mecanicas.

Além do valor da densidade, devemos dar grande realce a porosidade eminente da

microestrutura, uma vez que esta diretamente relacionada e também ira afetar os valores

mecanicos.

Tabela 19: Caracterizacao mecanica para os diferentes corpos de prova com composicao de 100%, 60%,

50% e 40% de biovidro, com maturacao (C) e sem maturacao (S).

Dureza Flexao Compressao
(HV) (MPa) (MPa)

c o o S
100% 667,4 - 6,53 63,23
60% 262 4,4725 5,91 1,82
50% - 2,83236 1,42 0,82
40% - 1,74779 0,796 0,133
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Figura 37: Resultado tipico de suportes porosos para a tensao em funcao da deformacao.

No grafico anterior, apresenta-se um resultado tipico da tensao em funcao da deformacdo em

suportes porosos. Através da sua anadlise, observa-se uma inclinacdo positiva até obter um
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valor superior, depois do alcance deste ponto, ocorre o colapso das trabéculas, sendo a
amostra ainda capaz de suportar valores maiores uma vez que estes colapsos apenas

envolvem trabéculas menos resistentes entre os poros.

Tabela 20: Resultados obtidos através da analise da propagacdo de pulsos ultrasonicos nos corpos de
prova com 100%, 60%, 50% e 40% de biovidro.

Composicdao em Velocidade ultra- Médulo de Coeficiente de
Biovidro sonica elasticidade expansao
(%) (bs) (GPa) Térmica (m/sx10°)
100 6,51 1,1019 15089,9
60 5,94 0,4871 13770,7
50 4,72 0,1879 10927,8
40 4,61 0,1231 10683,3

Os valores de velocidade e moédulo de elasticidade calculados através da técnica de ultra-sons
para os diferentes corpos de prova apresentam-se na tabela 22. O valor do médulo de
elasticidade foi superior para corpos de prova com maior percentagem de biovidro. E de
realcar que esta medida experimental nos oferece informacoes a partir do interior dos corpos
de prova, com isto pode-se concluir que para valores inferiores de biovidro, a presenca de
porosidade é superior o que pode reduzir o valor do modulo de elasticidade. Isto pode-se
visualizar a partir do valor da velocidade, uma vez que os corpos porosos implicam uma
menor velocidade para o sinal atingir o seu lado oposto. Os valores apresentados sao
inferiores aos que deveriam deter por este método uma vez que ndo utilizamos o gel,
introduzindo assim um erro de leitura na interface entre a amostra e o transdutor, para nao

contaminarmos os corpos de prova.

3.13.Avaliacao biolégica

3.13.1. Citotoxicidade

As células humanas dos osteoblastos foram semeadas a mesma densidade inicial em placas de
96 pocos, com ou sem biomateriais para avaliar a citotoxicidade. A adesao celular e
proliferacao foram caracterizadas utilizando um microscoépio de luz invertido (figura 41). Da
figura 39 conclui-se que as células aderiram e cresceram na presenca das amostras com 100%,
60%, 50% e 40% de biovidro e no controlo negativo. No entanto, o controlo positivo nao foi

observado a adesado celular. As células mortas com a sua tipica forma esférica foram
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visualizadas. A visualizacao do crescimento celular na presenca das amostras mostrou que

todos os biomateriais testados sdo biocompativeis.
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Figura 38: Avaliacao da atividade celular apos 1,2,3,4,5,6 e 7 dias; o controlo negativo (K'); o controlo
positivo (K); biomaterial de 100%, 60%, 50% e 40% de biovidro.

64



0 ensaio de MTS também foi concretizado com o fim de melhorar caracterizacao dos perfis
citotoxicos dos biomateriais. Os resultados do ensaio MTS, como pudemos analisar pela figura
40, demonstraram que as células na presenca de amostras testadas tiveram uma viabilidade
semelhante a do controlo negativo. Além disso, a analise estatistica realizada para os
resultados de 7 dias revelou uma diferenca estatisticamente significativa entre o controlo
positivo e as células expostas aos biomateriais e do controlo negativo (p<0,0001). Estes
resultados revelaram que estas amostras de biovidro, num futuro proximo, sdo bons
candidatos a ser aplicados para aplicacdes biomédicas. Cada resultado € a média zerro

padrdo da média de pelo menos trés experiéncias.
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Figura 39: Micrografia de células osteoblasticas de seres humanos apds ser semeado na presenca dos biomateriais

(*) durante 24, 48 e 72h; o controlo negativo (K'); o controlo positivo (K*). Ampliacao de 100x.

3.13.2. Testes de bioatividade

A figura 40 representa a imagem SEM do corpo de prova com 40% de biovidro lixiviadas apos a
imersao por 7 dias em SBF. Nesta imagem, observa-se a deposicdo de uma camada rica e
uniforme em Ca/P, que apresenta uma morfologia sensivelmente esférica. Todavia somente
apos 28 dias de imersao é que conseguiamos visualizar uma forma muito semelhante da HA,
uma vez que a deposicdo desta em materiais 6sseos ocorre de uma forma mais lenta. A
deposicao destes ides ocorre de uma forma continua a medida que o tempo de imersao se

torna superior.
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Figura 40: Resultado apds 7 dias de imersdao em SBF com ampliacdo de 15000x em a) e ampliacdo de
11000x em b).

Os resultados quanto a analise EDS da figura 41 representam o estudo da camada depositada a
superficie do biomaterial com 40% de biovidro sdo obtidos através de valores quantitativos
das areas dos picos dos respetivos elementos. A razdao de CA/P obtida através deste processo
foi de aproximadamente 1,3 que corresponde ao fosfato octacalcico (CagH,(P0,).5H,0),
cujo o seu valor teorico é representado por Ca/P=1,33. A fase OCP é considerada como
metastavel sendo esta uma fase percursora da HCA (Ca/P=1,67) com o aumento do tempo de
imersao. Esta transicao de fase pode ser descrita pela seguinte equacdo, cujo o processo

corresponde a hidrolise da OCP:
CagH,(P0,)¢.5H,0 (s) + 2Ca*(aq) —» Ca;o(PO,)s (OH),(s) + 3H,0 (1) + 4H" (aq)

Este resultado demonstra que o que foi visualizado através da técnica de SEM é, de facto, Ca-
P.

° 5 10
Enerory [l

Figura 41: Fluxograma do EDS obtido da camada depositada a superficie do biomaterial.
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A figura 42 demonstra a variacao do pH ao longo do tempo de imersao na amostra de 40% de
biovidro. Verifica-se um aumento progressivo do pH ao longo do tempo de imersao sendo, o
seu valor passado sete dias igual a 9. Tais variacoes de pH atuam de uma forma significativa
nos mecanismos envolvidos no processo de dissolucao/ precipitacao, considerando que as
reacoes envolvidas durante a formacao de fases intermediarias da HA, conclui-se valores de

alcalinos de pH favorecem a deposicao de HA e/ou fases intermediarios.
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Figura 42: Evolucao da variacao do pH em funcao ao tempo de imersao.

Outro fator que influenciou a dissolucao foi a microestrutura porosa pois um elevado tamanho

de macroporo aumenta a taxa de dissolucao.

Outro dado relevante, foram os baixos valores entre a area especifica da amostra e o volume
de SBF empregues neste estudo, promoveram a formacao de camadas de OCP, porém a sua
cinética é mais lenta. Em periodos mais longos. E de esperar que o SBF ocorra modificacdo da

morfologia dos precipitados, nesta etapa, apresentando valores de HA.
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Capitulo 4

4. Conclusao

No estudo cinético da sinterizacdo averigua-se que a nossa amostra possui uma reduzida
cristalizacao podendo concluir-se que ouve um bom controlo dos parametros de térmicos o
que acarretou em densidades superiores das trabéculas das nossas amostras com diferentes

percentagens de biovidro.

O osso trabecular possui valores de compressao entre 2-12MPa, sendo que as nossas amostras
se encontram dentro deste intervalo exceto a de 40% de biovidro, mas para valores de 90% de
porosidade associada a esta amostra, obtivemos valores de compressao cerca de 50%
superiores aos valores do Bioglass 45s5® tradicionalmente empregue. Um dos fatores que
conduziu a obtencao de valores superiores foi a utilizacdo da maturacdo que melhorou cerca
de 16 % em relacao ao valor inicial para cada formulacao considerando este método essencial
na manufatura do corpo de prova final. Para valores de modulo de elasticidade, obtiveram-se
valores entre 0,123-1,9GPa, estes encontram-se dentro dos valores tabelados para o 0sso,
uma vez que este detém dum intervalo de 0,05-0,5GPa. Os resultados dos estudos mecanicos
indicam a possibilidade de melhorar as caracteristicas dos vidros bioativos simplesmente
otimizando a composicao. Ao variar o nivel de rutura da rede, a producdao dum biovidro com
propriedades fisicas torna-se viavel. Tal pode ser conseguido através da manipulacdo de

quantidades molares relativas aos modificadores de rede.

Apos a lixiviacdo das diferentes amostras, atingiram-se uma porosidade aberta interligada
variavel entre 39 a 99 %, bem como um tamanho de macroporos entre 2 a 280um para as
diferentes percentagens de sal adicionado o que vai de acordo com a literatura. No presente
estudo, pode-se concluir que o uso do sal como porogénio dirige ha relevancia no tamanho
dos poros, uma vez que o seu valor depende da granulometria empregue do sal. A
determinacdo da distribuicdo volumétrica dos poros € uma caracteristica necessaria ao

controlo de qualidade dos biomateriais para demonstrar a viabilidade da bioatividade.

Os resultados de citotoxicidade mostram a nao toxicidade das nossas amostras, sendo estas
capazes de induzir a proliferacdao. Ap6s a imersao em SBF, verifica-se que as amostras
possuem uma reatividade superficial, uma vez que ouve a deposicao de um intermediario da
HA. Estes dois testes realizados in vitro indicam que o nosso biovidro sao potencialmente

bioativos estando aptos, para um futuro proximo serem utilizados apos uma analise in vivo.

A composicdao do biovidro otimizada neste trabalho apresenta potencialidades que
fundamentam a continuidade da investigacdo promovendo assim, a otimizacdo e

funcionalizacdo das mesmas no corpo humano. As caracteristicas finais de um determinado
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produto definem os seus limites de utilizacao, isto é, através da analise de toda a literatura e
do conhecimento atingido neste dominio, averigua-se a possibilidade de melhorar o

desempenho das caracteristicas do biovidro apresentado neste trabalho.
4.1. Proposta de trabalhos futuros

Ao longo do trabalho fora apreendidos técnicas e metodologias que permitem elaborar um

campo de trabalho na melhoria dos materiais e otimizacao das suas propriedades.

4.1.1. Reforco de biovidro com fibras

Através da analise da literatura, verifica-se que a presenca de uma camada forte permitira
obter uma microestrutura possuidora de trabéculas mais resistentes, uma em vez que o
scaffold tera ndo s6 uma camada macroporosa, mas também outro revestimento que ira

auxiliar o reforco como pudemos visualizar na figura 43 (Xu, Burguera et al. 2007).

Camada
porosa

Camada
forte

Figura 43: Representacao esquematica da microestrutura com a presenca de uma camada forte.

Um possivel efeito da relacdo da espessura (h) na propriedade da estrutura de camadas:

b
h=-
a
O objetivo da adicao de um elemento de reforco é a busca de uma melhoria notavel nas
propriedades mecanicas do biovidro, o aumento da tenacidade a fratura e a diminuicdo do
numero de fissuras. Tanto a fibra como a matriz sdo assumidas para trabalhar em conjunto e,

fornecer um sinergismo necessario para a criacdo de um composto eficaz a nivel mecanico.

Iniciamos um estudo preliminar com fibras de carbono, uma vez que, tém sido empregues
como reforco de biomateriais para alcancar valores de compressdo e resisténcia a tracgao,

assim como, melhorar a tenacidade. O uso deste tipo de fibras numa matriz de biovidro
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permite-nos suportar valores superiores de carga uma vez que esta é transferida pela matriz
para a fibra, por deformacdo de cisalhamento na interface matriz-fibra. A transferéncia de
carga ¢ possivel devido as diferencas propriedades fisicas da matriz e da fibra (Canal Barnils
and Ginebra Molins 2012).

Das caracteristicas fundamentais para obter um reforco no compésito final, as mais realcadas

pela literatura sao:

e Comprimento/ diametro da fibra;

e Tipo de fibras empregues e distribuicao:
e Aderéncia;

e Fracédo volumétrica;

e Tipo de orientacao no corpo de prova.

Da teoria dos materiais compdsitos 0 aumento na fracdo de fibras, melhora o desempenho
pois estas irao alojar-se nas microfissuras diminuindo a sua propagacao, ou seja, as fibras de
reforco terdo um papel ativo neste processo quanto a sua diminuicdo que ira originar um
aumento do modulo de elasticidade e da tensdo maxima devido a resisténcia mecanica
atribuida a estas fibras. Por vezes, a utilizacdo de fibras curtas em grandes percentagens
pode diminuir a eficiéncia do reforco uma vez que estas, devidas as suas reduzidas
dimensodes, tendem a ter dificuldades a ancorar-se a matriz e podem surgir problemas quanto
a homogeneizacao durante o processo de mistura. Com isto surge o conceito de volume critico
permitindo determinar a quantidade de fibras necessarias sem que haja perturbacdo no
reforco (Chou, Gao et al. 2010; Gao, Chou et al. 2010). O volume critico é a funcdo do
comprimento, diametro e o tipo de fibra empregue bem como o seu método de obtencao. O
valor minimo para a fracdao volume de fibras ( V), isto &, a quantidade de fibras que

asseguram a resisténcia da matriz pode ser descrito pela seguinte equacao:

Umu

Omu +(afu - af)

VCTL’

Onde oy, resisténcia a fratura , o; tenséo na fibra quando a matriz falha oy, resisténcia a

fratura da fibra.

As fibras de carbono empregues neste trabalho sao descontinuas pois encontram-se dispersas
aleatoriamente pela matriz e sao de curtas dimensoes. A fracao volumétrica empregue foi de
1% do peso do corpo de prova com 40% de biovidro e 60% de sal (amostra de menor
resisténcia). O processo de mistura foi efetuado através de agitador com a adicao de um teor
minimo de acetona para auxiliar no processo de coligacdao da adesao da interface Fibra /
biovidro, crucial para promover a transferéncia da tensao. De notar em consideracao que as

matrizes de biovidro sdo corpos porosos contendo uma porosidade com diferentes diametros

71



de macroporosidade que afeta as propriedades mecanicas mas também a interface fibra

/matriz. O efeito da porosidade cria uma reducao do contacto entre a fibra matriz.

Segundo a literatura, a introducao deste tipo de fibras nao conduz a nenhuma inconveniéncia
para o processo de mineralizacao através da deposicao de HCA, uma vez que a adicao destas,
nao poder dirigir a nenhuma alteracao da biocompatibilidade na interface biovidro/fibras
(Price, Waid et al. 2003; Canal Barnils and Ginebra Molins 2012).

A funcao destes ensaios preliminares foi avaliar a viabilidade da adicao de um elemento de
reforco e verificar quais os seus respetivos efeitos na microestrutura. Neste capitulo
referiram-se as fibras de carbono pois era o material disponivel e de facil acesso no

laboratorio.

Figura 44: a e b) corte transversal da amostra com 40% de biovidro+fibras de carbono onde se observa a

distribuicao da macroporosidade (ampliacao 35x e 80x respetivamnte) bem como a presenca de fibras;
c) interconectividade presente na amostra (ampliacao 400x); d) visualizacao da ligacao da amostra com

a fibra (ampliacao 1100x)
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Na figura 44 consente a interacao da interface biovidro/fibra de carbono, onde pudemos
visualizar a presenca de fibras e a porosidade eminente (figura 44a e b) bem como a sua
adesdo a amostra (figura 44 d). Através do estudo da figura c pode-se concluir: a presenca de
fibras de carbono nao altera a boa densificacido das trabéculas e nao altera a
interconectividade mais interna presente, embora nao se tenha visualizado, o que pode

indicar que estas encontram-se preferencialmente a superficie devido as suas dimensdes.

1,20

== compressdo 40 fibra

100 —— = compressdo 40 /’\

o
2]
Q

Reskténcia a Compressio
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= o
=1 =]

- ‘_./,I/.’

0,00

011 013 017 021 07 033 037 033 041 044 046 045 053 056 060 06 0B 08 072 075 078 081 05 0%

Deformacdo

Figura 45: Resisténcia a compressao (Mpa) em funcdo da deformacdo para a mostra com 40% de
biovidro e 40% de biovidro + Fibra.

Na figura anterior pode-se averiguar o efeito benéfico da adicao de fibras na amostra de 40%
uma vez que o resultado da resisténcia a compressao aumentou sensivelmente 50% em
relacdo a amostra sem a adicao de fibras. Outro aspeto relevante é o colapso das trabéculas
mais debilitadas ocorrem numa fase mais tardia na amostra com a adicao de fibra
comparativamente a outra amostra. Através deste ensaio, obtém-se uma mais-valia da
empregabilidade de fibras em suportes porosos uma vez que melhorou significativamente o

resultado deste ensaio.

4.1.2. Agente porogénio

A pesquisa do porogénio ideal possui o compromisso entre: o maior volume de poros,

propriedades mecanicas e maior interconectividade.

O uso sal como agente porogénio na mistura de biovidro/fibras pode dificultar a
homogeneidade da mistura criando-se aglomerados de sal/fibras levando a obtencdao dum
scaffold fragil. Outro ponto relevante era a dificuldade na remocao do sal no interior do

scaffold devido a raridade da presenca de interconexdes entre os macroporos da superficie
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com os do interior devido a presenca de fibras que intersectavam os macroporos. Com isto,
surge a necessidade de utilizar outro agente porogénio para facilitar a interconexao, reduzir o

nimero de aglomerados e aumentar a resisténcia das trabéculas na amostra.

Uma boa solucao sera o uso de PVA (figura 46), visto que € um polimero hidrofilico, ndo
necessitando de ser removido através de temperatura sendo muito vantajoso, pois o aumento
da temperatura leva a formacao da cristalizacao da amostra e a diminuicao da bioatividade e
pode ser removido em simultaneo com o sal pois este é removido através de lixiviacdo a

quente (Tadic, Beckmann et al. 2004).

Formacdo de
aglomerados

Poros criados
pelo sal

Adicdo do
PVA

—_—

Interconexdo
criada pelo PVA

Auséncia de
interligactes

Porogénio :sal | Porogénio: Sal +PVA |

Figura 46: Esquema ilustrativo da presenca dos agentes porogénio.

De forma a melhorar os resultados obtidos e compreender melhor o efeito do porogénio na
amostra, bem como a bioatividade das diferentes formulacées pensa-se que seria uma mais-
valia a utilizacao de ensaios de espectroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier

FTIR) e espectroscopia de emissao por plasma induzido acoplado (ICP).
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Capitulo 5
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