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RESUMO

Biovidros representam uma classe de biomateriais muito promissora para a
reparacao de danos do tecido 6sseo, devido a sua biocompatibilidade, bioatividade e
osteocondutividade. Eles podem ser sintetizados por dois métodos: fusdo com
resfriamento rapido e por Sol-Gel. A rota Sol-Gel permite preparar estruturas
porosas denominadas “Scaffolds”, as quais apresentam poros interligados e com
dimensdes adequadas para invasao celular e permeacgao de fluidos corporeos,
processos decisivos para a rapida regeneragao 6ssea. Neste projeto microfibras de
celulose foram preparadas a partir de papel filtro e funcionalizadas com grupo
fosfato. As dispersdes dessas microfibras foram usadas para a preparagdo de
Scaffolds de biovidro 58S (58%Si0O,, 33%Ca0, 9%P,0s, w/w %). Dispersdes de
microfibras funcionalizadas com grupos fosfatos fixam ions calcio e adsorvem Silica
de Stober. Essas Dispersdes se organizaram em estruturas porosas denominadas
de "Castelo de Cartas", quando submetidas a condicbes controladas de
centrifugac&o, congelamento e liofilizagdo. Estas estruturas porosas, contendo todos
os elementos que compdem o biovidro 58S constitui um “Template” para a
construcao de Scaffolds do biovidro. A calcinagdo dos Templates a temperaturas
entre 1100 e 1200°C, por um periodo de 1 a 2 horas, queimou a celulose,
consolidando e sintetizando as particulas de biovidro e dando origem aos Scaffolds.
Os Scaffolds caracterizados por MEV, DRX, FTIR e Fluorescéncia de raios X
apresentaram apds calcinagao a 1100°C cristalinidade reduzida e estrutura lamelar
com espagamento entre as lamelas da ordem de 50 a 100 pm.



ABSTRACT

Bioglasses represent a very promising class of biomaterials for repairing bone tissue
damage, due to their biocompatibility, bioactivity, and osteoconductivity. They can be
synthesized by two methods: fusion with rapid cooling and by Sol-Gel. The Sol-Gel
route allows the preparation of porous structures called “Scaffolds”, which have
interconnected pores with adequate dimensions for cell invasion and permeation of
body fluids, decisive processes for rapid bone regeneration. In this project, cellulose
microfibers were prepared from filter paper and functionalized with a phosphate
group. Dispersions of these microfibers were used to prepare 58S bioglass Scaffolds
(58%Si0,, 33%Ca0, 9%P,0s, w/w %). Dispersions of microfibers functionalized with
phosphate groups fix calcium ions and adsorb Stdber silica. These Dispersions were
organized into porous structures called "Castle of Cards" when subjected to
controlled conditions of centrifugation, freezing and freeze-drying. These porous
structures, containing all the elements that makeup 58S bioglass, constitute a
“Template” for the construction of bioglass scaffolds. Calcination of the Templates at
temperatures between 1100 and 1200°C, for a period of 1 to 2 hours, burned the
cellulose, consolidating and synthesizing the bioglass particles and giving rise to the
Scaffolds. The Scaffolds were characterized by SEM, FTIR, XDR and X-ray
Fluorescence presented reduced crystallinity and lamellar structure with spacing
between the lamellae in the order of 50 to 100 um after calcination at 1100°C.
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PREFACIO

Para melhor leitura e entendimento, a Dissertacdo de Mestrado foi
dividida em dois capitulos.

No Capitulo | € apresentado o estudo da sintese das microfibras de
celulose, fosforilacdo e adigdo de ions calcio a estas microfibras e a formacéo da
estrutura porosa que sera utilizada como Template para a formagao do Scaffold de
biovidro.

No Capitulo I, é apresentado o estudo para producdo de Scaffolds de
vidros bioativos com composicao similar a do 58S, pela adigao de ions calcio e silica
a estrutura porosa formada pelas microfibras fosforiladas, seguida da calcinagao por

periodos de tempo e temperatura controlados.
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1. INTRODUGAO

1.1. Vidros bioativos

Os danos ao tecido 6sseo, consequentemente ao esqueleto, sao
problemas crescentes na saude publica por estarem relacionados a acidentes,
infeccbes e cancer [1]. Para o reparo destes males, um grande numero de casos
exige o emprego de proteses e de biomateriais que suportem e/ou estimulem o
crescimento do “osso novo”. Para que o dano ao tecido 6sseo seja reparado é
necessario que o “0sso novo” cresga e o preencha, restabelecendo a funcionalidade
do osso danificado. Para que este processo ocorra da forma mais eficiente é
desejavel que o biomaterial que ira estimula-lo, permita que as células e substancias
nele envolvidas, entremeiem pelo biomaterial presente no dano.

Entre os biomateriais utilizados para suportar e estimular o crescimento
do tecido Osseo, os biovidros merecem destaque pela sua bioatividade. A
excepcional bioatividade apresentada pelos biovidros esta relacionada a formacéao
de uma camada de hidroxiapatita carbonatada (HCA) na interface entre o biovidro e
o tecido 6sseo em crescimento, consequéncia da composig¢ao do biovidro, da agao
de células como os osteoblastos e de substancias como proteinas e ions presentes
no fluido corpéreo [2,3].

O biovidro Bioglass®45S5, um vidro quaternario com composigdo molar
igual a 24,4% de Na,O, 46,1% de SiO,, 26,9% de CaO e 2,6% de P,0Os, descoberto
por Larry Hench, é considerado até hoje o “Golden Standard” para esta classe de
biomateriais. Além dos biovidros quaternarios, existem vidros terciarios como o
denominado 58S (58% SiO,, 33% CaO, 9%P,0s, w/w%) que apresentam
bioatividade comparavel a do BG45S5 [4,5,6].

O biovidro 58S (58% SiO,, 33% CaO, 9%P,0s, w/w%), estudado nesse
trabalho, também tem sido considerado promissor nos estudos de reparagao éssea
por apresentar uma excepcional bioatividade através da formagao de uma camada
heterogénea de Hidroxiapatita Carbonatada (HCA), na qual a reatividade da
superficie vitrea através da liberacdo de ions formados por espécies presentes na
composicao deste biovidro, como Si, Ca e P, promovendo uma rapida formacao
Ossea [7,8,9].
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As reagdes que ocorrem na superficie do vidro bioativo, responsaveis
pela caracteristica bioativa do material, tém sido representadas por uma sequéncia
de cinco etapas. Essas etapas foram propostas para o Bioglass 45S5 por Larry
Hench, mas a sua aplicac&o inclui toda classe de vidros silicatos, como o biovidro

58S. As cinco etapas de reagdo sdo mostradas na Figura 1 [3,10]:
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Estagios

Reacao

l. Troca lénica

1. Hidrodlise

M. Policondensacéao

V. Formacao da apatita

V. Cristalizagao da

Apatita

Troca ibnica rapida ,entre os ions Na* e/ou Ca?" presentes na
rede vitrea com os ions H3O* do meio biolégico, aumentando o
pH do meio e favorecendo a formacao de grupos silanois (Si-OH)
na interface biovidro/meio aquoso:

Si = O™Na*(idro) + H3O(solugao) — SIOH* + Na*(aq) + OH™ (Equacgao
1) (SI = O_)2082+(vidro) + H30+(solugéo) — SiIOH* + 032+(aq) + OH"
(Equagao 2)

O pH elevado do meio resulta no ataque dos ions OH" sobre as
ligagbes siloxano da rede vitrea do biovidro e resulta na

formagao de mais grupos solanois na interface biovidro/solugao:

2(Si-0—=Si)vidro) + 2(OH")solugzo) — 2(Si~OH) (Equacéo 3)

Policondensagao dos grupos silanois na superficie do biovidro e
consequente repolimerizacdo formando uma camada na

interface rica em silica gel.

... 0-Si-OH + HO-Si-O .. — ... O-Si-O-Si-O + H20

Migragdo das espécies Ca®* e PO® para a interface silicas gel
/fluido corpoéreo e formacdo de um filme amorfo rico em CaO-
P20s sobre a camada rica em silica-gel;

Incorporagdo dos ions hidroxidos e carbonatos presentes no
fluido corpdreo e a cristalizagédo do filme amorfo rico em CaO-
P20s formando uma camada heterogénea de hidroxiapatita

carbonatada soluvel na superficie.

Figura 1: Mecanismo proposto por Hench representando as reag¢des na interface entre o

biovidro45S5 e o fluido corpéreo [11].

Apods as 5 etapas descritas na Figura 1 entre a superficie do vidro bioativo

e o fluido corpdreo ativam-se os processos biologicos que resultam na formacgao da

ligacdo do biovidro com o tecido 6sseo. Esses processos envolvem a adsorgao de
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proteinas que atuam como sinalizadores para adesao de células mesenquimais niao
diferenciadas. Essas células se diferenciam, proliferam e produzem uma matriz
extracelular — componente indispensavel no processo de biomineralizagao [6,7].

Na Figura 2 esta representada, de forma esquematica, os processos
quimicos que transformam a superficie do biovidro em um ambiente propicio para as

células proliferarem.

Estagio | Estagio 1l Estagio 11l Estagio IV Estégio Vv
] [ [0 ab' [ 2
K* B : co
2 . AR ro? J
f% Na o /" Si(OH),
@ H* s '
(%3]
H3O* Camada de
T pH C?madade fosfato de Cristalizacio
0 /\‘_ silica-gel calcio
,\ \ ///' amorfo

Figura 2: Representagéo das transformac;()es quimicas na interface entre os biovidros e os fluidos
corpéreos. Adaptado de Souza M.T. (2015) [12].

Os biovidros na forma de pastas, espumas ou “blocos porosos” tém sido
utilizados na area médica para preenchimento ou reconstru¢do de cavidades que
sdo causadas por fraturas, infecgdes e cancer [13,14].

Biovidros na forma de “blocos porosos”, denominados Scaffolds, sao
adequados para reconstrugdo 6ssea por serem formados por uma estrutura porosa
com poros interconectados, que permite a permeacdo dos fluidos corporeos e
células estimulando o crescimento do tecido [15,16].

Um método adequado para constru¢ao dos Scaffolds € o Método sol-gel
associado a um agente porogénico. Este método pode ser realizado a baixas
temperaturas, formar poros com tamanho controlado e interconectados, o que
favorece a alta bioatividade [11,12,13].

Os Scaffolds produzidos via sol-gel além de apresentarem alta
bioatividade, apresentam maior velocidade de formagao de HCA quando comparado
aos produzidos pelo método de fusao e resfriamento.

Neste trabalho, Scaffolds de biovidro 58S foram obtidos através da
construcao de Templates formados por microfibras de celulose fosforiladas contendo
calcio e com silica adsorvida.

Os Templates foram obtidos a partir da organizagdo das microfibras

fosforiladas através de centrifugacédo controlada, congelamento lento em nitrogénio
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liquido e seguido de liofilizacdo. Os Templates foram calcinados resultando em
Scaffolds de biovidro com cristalinidade reduzida.

Para melhor compreensao, apresentamos nos topicos seguintes da
Introdugdo, uma breve caracterizacdo e fundamentos dos métodos utilizados no
desenvolvimento do trabalho. Na discussao dos resultados que compdem o Capitulo

| e Capitulo Il estes tépicos serao detalhados.

1.2. Microfibras de celulose (Cuf) e microfibras de celulose fosforiladas
(P-CuF)

A celulose é um material polimérico bastante abundante na Terra e pode
ser processada para uma ampla gama de aplicagdes, incluindo engenharia, papel,
materiais energéticos e biomeédica [17,18,19,20]. A celulose possui propriedades
interessantes que chamam atengdo para essas diversas areas, como: nao
toxicidade, resisténcia mecéanica significativa, biocompatibilidade e baixo custo.

A estrutura da celulose é bastante estavel, composta por unidades de
glicose ligadas por ligagdes de 1,4-B-glicosidica e cada unidade possui um grupo
hidroxila primario e dois secundarios, formada por cadeias que se organizam em
uma fase cristalina e uma fase amorfa [21,22] e essas caracteristicas dao a celulose
funcionalidades quimicas e propriedades fisicas e mecanicas [23].

A partir da hidrélise acida da celulose pode-se isolar estruturas como os
nanocristais de celulose (CNC), microcristais de celulose (CuC) e microfibras de
celulose (CpF) [23,24,25].

As microfibras de celulose possuem diametro variando de 2 a 50 ym e
comprimento de 10-4000 um [26,27] e podem ser obtidas pela reagcédo de hidrdlise
acida, seja com acido fosfoérico, acido sulfurico ou acido cloridrico [28,29,30]. Na
hidrélise acida a parte amorfa da celulose pode ser dissolvida restando a parte
cristalina [31].

A Figura 3 mostra, de forma simplificada, como ocorre o processo de
obtencao das microfibras de celulose, e também nanocristais de celulose e fibrilas

de celulose, a partir de fibras vegetais.
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MANOCRETAS
Do CELULOSE

Figura 3: Processo de obtencao das microfibras de celulose a partir das fibras de diversos vegetais
(CAMPOS, 2017) [32].

Neste trabalho as CpF foram utilizadas como Templates, pois podem ser
organizadas utilizando técnicas especificas como: centrifugagdo controlada e
congelamento lento seguido de liofilizagao.

As microfibras de celulose (CuF) tém se mostrado uma ferramenta
estratégica para o desenvolvimento de materiais biocompativeis [33,34], como sera
explorado neste trabalho para formagao de Scaffold de biovidros.

Outro aspecto importante dos materiais poliméricos, como as microfibras
a base de celulose, € a facilidade de modificar sua estrutura resultando em materiais
diferentes por meio de processos de funcionalizagdo dos grupos hidroxila.

A fosforilagao e a esterificacdo estao entre as modificagdes mais comuns
encontradas na literatura. Dentre as duas modificagcbes, a fosforilacdo das
microfibras de celulose é adequada para este trabalho pela facilidade de
organizacdo e pela possibilidade de funcionalizagdo dos grupos hidroxilas por
grupos fosfatos [35].

A fosforilagdo das CpF vai viabilizar a fixagdo de ions calcio através de
ligacbes quimicas com grupos fosfato, ambos componentes do biovidro 58S. Além
disso, juntamente com o fosfato e o calcio, a silica é outro componente essencial na
construgdo do Scaffold de biovidro 58S. As microfibras de celulose fosforiladas e
adicionadas de calcio sdo, estrategicamente, utilizadas para adsorver a silica e,
posteriormente, construir o Template com composi¢cdo similar a do biovidro

detalhado (sec¢ao 1.1) nesta introdugao.
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1.3. Fixagcao de ions calcio e silica pelas microfibras fosforiladas de

celulose

Para obtencdo do Scaffold de biovidro utilizando CuF como Template é
necessario que as CuF sejam funcionalizadas com grupos fosfatos e, posteriomente,
‘revestidas” com os demais componentes do biovidro 58S, respeitando a
composi¢cao deste material. Para tanto, uma funcionalizagdo quimica da superficie
das CuF com grupos fosfato € o primeiro passo para a construcdo do Scaffold de
biovidro. A fosforilacdo das microfibras possibilita a fixacdo de ions calcio através de
ligacdo com o grupo fosfato originando as microfibras fosforiladas e reagidas com
calcio, P- CuF+Ca?".

Além da incorporagéo de calcio e fosfato o biovidro 58S contém silica e
para incorpora-la as microfibras foi usada a estratégia de adsorver silica produzida
por hidrélise de TEOS segundo o Método Stdber.

A silica foi adsorvida sobre as microfibras pelo ajuste de potencial zeta.
Desta forma, uma alternativa interessante para favorecer a interacao
silica/P-CuF+Ca?* é modificar as cargas presentes na dispersdo com o surfactante
cationico CTAB (hexadecyltrimethylammoniumbromide) [36,37,38], pois a hidrélise
do TEOS em meio basico produz silica carregada negativamente, uma vez que o pH
do meio reacional é proximo de 10 e o ponto isoelétrico da silica e,

aproximadamente, em pH= 2,4 [39].

1.4. Formacao dos templates de microfibras fosforiladas apés fixagao de

ions calcio e adsorcao de silica

Dispersdes de microfibras de celulose se organizam em estruturas
porosas quando submetidas a centrifugagdo e congelamento controlados seguidos
de liofiolizag&o.

As microfibras de celulose fosforiladas apds a fixacdo de ions calcio e
adsorcao de silica foram centrifugadas, congeladas verticalmente em Nitrogénio
liquido e liofilizadas [40].

A centrifugagdo controlada da dispersdo resulta em uma frente de

sedimentagcdo que separa o sistema em uma regido de sedimento e uma regiao
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sobrenadante. O sedimento durante o congelamento vertical, utilizando o sistema
Dip-coating para controle da velocidade, sofre um processo resultante da nucleagao
e do crescimento ordenado de cristais de gelo uniformemente distribuidos e
interconectados, segregando o material sodlido presente. Posteriormente, a
liofilizagdo sublima o gelo presente no sistema criando espagos porosos levando a

formagao do Template.

1.5. Calcinagao dos Templates para obter os Scaffolds de biovidro

A calcinacdo do Template permite a consolidagdo da rede da silica
juntamente com o fosfato e ions calcio presentes. A calcinagdo nao ocasiona a
destruicdo da estrutura organizada criada previamente pela organizagdo das
P-CuF+Ca?", a qual foi copiada ao ser recoberta pela silica [41,42,43,44].

A obtencao de biovidro e ndo de vitroceramicos € um desafio a ser
superado neste trabalho. Além desta caracteristica € desejavel que, apos a
calcinagdo, o Scaffold apresente paredes dos poros pouco espessas, garantindo
uma elevada area superficial para a lixiviacdo de ions e demais fatores que
estimulem a osteogénese [45,46].

Neste trabalho, os Scaffolds de biovidro foram obtidos realizando a
calcinacdo dos Templates [47,48]. Os scaffolds foram analisados por Microscopia
Eletrbnica de Varredura e apresentaram uma estrutura lamelar com 50 a 100 ym

entre elas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Obter scaffolds de biovidro 58S a partir da formacdo de Templates
formados por microfibras de celulose modificadas com grupos fosfatos apds fixagao

de ions calcio e adsorgao de silica.

2.1.1. Objetivos Especificos

e Obter microfibras de celulose funcionalizadas com grupos fosfatos;

e Fixar ions calcio e adsorver silica sobre as microfibras de celulose pelo ajuste
da carga superficial;

e Organizar as microfibras funcionalizadas, apos a fixagdo de ions calcio e
adsorcéao de silica em Templates;

e Calcinar os Templates em temperaturas e tempos de calcinagdo variados
para obter scaffolds de biovidro 58S;

e Caracterizar os scaffolds de biovidro 58s quanto a composi¢ao do biovidro,

porosidade e conectividade dos poros.
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CAPITULO I: SINTESE DAS MICROFIBRAS DE CELULOSE, FOSFORILAGAO E
ADIGAO DE iONS CALCIO E SILICA PARA CONSTRUGAO DOS TEMPLATES
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3. OBTENGCAO E CARACTERIZACAO DAS MICROFIBRAS DE CELULOSE
FUNCIONALIZADAS COM GRUPOS FOSFATOS E ADIGAO DE iONS
CALCIO

3.1. Procedimento experimental para obtencao das microfibras de
celulose

A Figura 4 mostra as etapas do processo de preparacao das CuF a partir
da hidrolise de papel filtro sem cinzas com acido fosforico. Essas etapas serdo
detalhadas no texto.

= \
Trituracdo do Addicaa larks de Lavagens e
apal sem y - Ugacthes
p-.:iﬁzas acido fosfarico. Aquoﬂc:lmentn_ = :f;:t::ﬁ:f;:n Congelament
¥ . Sob agitagao e . 100°C por trés . s dndanlzans . o em Nzjiguido) &
Agua hexag e banh PR Liofilizagao por
] d ke e termostatico gl pH proximo de
Gl banho de gelo 5 24 horas
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Figura 4: Procedimento para a sintese das microfibras de celulose por hidrélise com acido fosférico
a partir do papel de filiro sem cinzas.

3.1.1. Materiais

As microfibras de celulose foram extraidas a partir do papel Whatman
picado imerso em 100 ml de agua deionizada e triturado com auxilio de um mixer
domeéstico (Oster 450W).

Os reagentes Acidos fosféricos 98% P.A foi adquiridos da Dinémica.

3.1.2. Sintese da dispersao de microfibras de celulose (CuF) por

hidrélise com acido fosforico a partir de papel de filtro Whatman

A sintese foi realizada modificando-se o procedimento reportado por
Espinosa no artigo “Isolation of Thermaly Stable Cellulose Nanocrystals by
Phosphoric Acid Hydrolysis [49].

2,0 g de papel de filtro Whatman sem cinzas foi reduzido a pequenos

pedacos e disperso em 100 mL de agua deionizada por 24 horas.
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Em seguida foi triturado com o auxilio de Mixer doméstico (Oster 450W)
em pequenos pulsos de 2 minutos por um tempo total de 30 minutos. A pasta
resultante adicionou-se, lentamente, 278 mL de acido fosférico 98% em banho de
gelo seguida da hidrdlise por 3 horas a 100°C com temperatura controlada com o
uso de Banho termostatico (Lauda).

A mistura limpida e amarelada resultante da hidrdlise foi vertida em agua
deionizada (2:10 v/v) resultando uma dispersédo branca que foi submetida a
centrifugagcéo a 3500 rpm por 30 min. O precipitado foi lavado com agua destilada
por ciclos repetidos de dispersao e centrifugagcdo até que o sobrenadante
apresentasse pH em torno de 5.

Apés a etapa de lavagem, o precipitado foi tratado com ultrassom de
ponteira com 40% de amplitude por 20 min. A pasta foi congelada com nitrogénio
liquido, N,, e liofilizada por 24 horas.

A Figura 5 mostra fotos das dispersdes de microfibras em cada etapa da

sintese.

Figura 5: Fotos das etapas da sintese das microfibras. A) Papel whatman com agua deionizada apés
ser triturado com auxilio de um mixer; B) Adig&o lenta de acido fosférico a dispersdo de papel imersa
em banho de gelo; C) Aquecimento em banho termostato; D) Dispersédo apds etapa de aquecimento
em banho Lauda; E) Microfibras de celulose apds lavagens e centrifugagoes.
Apoés a sintese das CuF, os itens abaixo descrevem os procedimentos
utilizados para a funcionalizacdo das CuF com grupos fosfatos, adicao de calcio
para determinacao de quantitativa de grupos fosfatos e a determinagao do potencial

zeta em todas as etapas.



33

3.2. Procedimento experimental para funcionalizacao das CuF com

grupos fosfatos

O sdlido resultante da sintese das microfibras de celulose foi
funcionalizado com grupos fosfatos através da reagdo com acido metafosforico. A
modificagdo foi realizada modificando o procedimento descrito na literatura por
Mucalo (2019) [50].

A Figura 6 mostra as etapas de fosforilagdo das CuF a partir da reacao
com acido metafosforico, dimetilformamida (DMF) e Ureia.

[ Adiggo de
Acido
metafosfarico

i Repouso
CyF + Ureia - dissolvido em P o
DMF + Agiltaie poe : por 2 horas a Lavagem & Liofilizacéo
| hara . ' Agua . 110°C . C i 4 .
Deionizada + entrifugagio
Agitagao por
I, J 2 horas \ . \ )
Figura 6: Procedimento para funcionalizagdo das microfibras de celulose com acido metafosférico em
DMF e ureia.

3.2.1. Materiais

As microfibras de celulose foram funcionalizadas com grupos fosfato em
meio de ureia e DMF utilizando acido metafosférico.

O N-N Dimetilformamida (DMF) 99,8% P.A. foi adquirido da Dindmica. O
Acido metafosférico em bastdo PA foi adquirido da Exodo Cientifica. Chapa de

aquecimento /IKA-RH Basic 2.

3.2.2. Sintese das microfibras de celulose fosforiladas (P-CuF)

3 g de CuF liofilizado foram dispersos em agua deionizada e adicionados
100 mL de DMF e 40 g de ureia. A dispersao foi mantida sob agitagdo magnética por
1 hora a temperatura ambiente. Apds 1 hora, acrescentou-se 20 g de acido
metafosférico dissolvido em 100 mL de agua deionizada. A dispersdo foi mantida
sob agitacado por 2 horas a temperatura ambiente. Apds este periodo a mistura foi
aquecida a 110°C por mais 2 horas com o auxilio de banho termostatico e em
seguida resfriada rapidamente com o emprego de banho de gelo. Apds o término da

reacao o produto foi lavado em ciclos de centrifugacgéo e redispersao até pH proximo
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de 6 e novamente liofilizado.

A Figura 7 mostra, de forma simplificada, a rea¢do de fosforilagdo das

CuF.
~_ 0 7
/ || OH e
f M / “OH
1_ or "0 Ureia H . e
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Figura 7: Proposta de reacdo de modificacdo de celulose com grupos fosfatos a partir da reagdo com
acido metafosférico em DMF e ureia [51].

3.3. Determinagao do grau de fosforilagao por titulagdao indireta de

complexagao com ions calcio

Para determinar o grau de fosforilagdo das microfibras de celulose
modificadas, P-CuF, os grupos fosfatos ligados a elas, foram titulados de forma
indireta com ions calcio em pH=10.

Cerca de 0,7 g das P-CuF, foram dispersas em 100 mL de solugao de
nitrato de célcio 0,02 mol.L' com o pH da dispersdo ajustado em 10 com solugdo
basica de hidroxido de aménia 0,001 mol.L"" e agitada por 2 horas sob atmosfera
inerte.

A disperséo foi centrifugada e 10 mL do sobrenadante titulado com EDTA
0,02 mol.L"" e negro de eriocromo T. A titulagdo foi realizada em ftriplicadas e os
volumes de EDTA utilizados na titulagdo foram usados permitiram quantificar o
numero de mols de ions calcio em excesso e, consequentemente, os ligados aos
grupos fosfatos, possibilitando a determinagdo da quantidade de grupos fosfatos
ligados nas P-CpF.

Além da titulagao indireta com ions calcio o grau de fosforilagdo também
foi determinado pela analise de TGA. Para realizar a determinagdo do grau de
fosforilagao por TGA foi utilizado o precipitado resultante da reacao entre as P-CuF e

solucao de nitrato de calcio liofilizado.
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3.4. Determinacao do grau de fosforilagao por analise térmica, TGA

Para realizar a determinagdao do grau de fosforilagdo por TGA, P-CuF
foram reagidas com solugdo de ions Ca?* em excesso e em pH=10, calculado a
partir do grau de fosforilagdo determinado por titulagdo. A dispersao foi centrifugada
mantendo o pH=10 e o sdlido lavado com tampao NH;/NH * para a retirada do
excesso de Ca®". O Solido foi liofilizado e utilizado para a realizagdo do TGA em

atmosfera oxidante e entre 50 a 1000°C.

3.5. Preparacao dos Templates pela organizacao das microfibras

Para a sintese do Scaffold de biovidro a partir do Template formado pelas
microfibras de celulose fosforiladas € necessario que além dos grupos fosfatos e dos
ions calcio ligados a eles, haja a fixagao de silica.

A determinagdo do grau de fosforilagdo das microfibras de celulose
permitiu quantificar os Ca®* que foram fixados por estes grupos e também calcular a

quantidade de silica para a formagcdo do biovidro 58S (BG58S) seguindo a
composicao 58% SiO,, 33% CaO e 9%P,05 (W/w%).

Apds a determinacdo do grau de fosforilagdo nos itens 3.3 e 3.4 foi
realizado a adigdo de ions calcio com solugéo de nitrato de calcio 0,02 mol. L™ em
quantidade necessaria, previamente calculadas, obtendo as P-CuF+Ca?'. Essa
etapa foi realizada em pH=10 e em ambiente inerte com uso de gas nitrogénio (N,)
para evitar a formagcao de carbonato de calcio a partir do CO, presente na atmosfera.

A estratégia utilizada para adsorver silica sobre as microfibras de celulose
fosforiladas e adicionadas de ions calcios, P-CuF+Ca?* foi @ modificagdo da carga
superficial das microfibras de celulose.

A Figura 8 mostra as etapas do processo para adicionar silica as
P-CuF+Ca?", componente para construgdo dos Templates através da modificagdo da
carga superficial das microfibras de celulose. Essas etapas serdo detalhadas nos

itens abaixo.
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Figura 8: Processo para sintese de silica as P-CuF+Ca?* dispersas em CTAB 0,015 mol.L".

3.5.1. Materiais

Os reagentes TEOS, CTAB e etanol 98% foram adquiridos da
Sigma-Aldrich.
O hidréxido de amonio (NH,OH) foi adquirido da Synth.

3.5.2. Determinagao do Potencial zeta das microfibras de celulose

O potencial zeta das nanoparticulas de Silica de Stober em pH=10 é
negativo (Ponto isoelétrico da silica é 2,4). Para a adsorgao da silica foi necessario
ajustar o potencial zeta das P-CuF+Ca?" para valores positivos e por esse motivo foi
escolhido um surfactante catiébnico CTAB. O experimental descrito a seguir mostra
como este objetivo foi alcangado.

A modificagdo da carga superficial das microfibras de celulose pelo
surfactante CTAB foi analisada pelo potencial zeta utilizando o equipamento
Malvern, modelo ZetasizerNano Zs-Zen3600, laser de 633 nm, angulo de medida
173 e temperatura de 25 °C.

O potencial zeta das dispersées de: CuF, P-CuF e P-CuF+Ca?" foram
determinadas em agua deionizada e o potencial zeta da dispersdo de P- CuF+Ca?
em solugdo de CTAB 0,015 mol.L™.

3.5.3. Preparacgao das Dispersoes de Microfibras fosforiladas contendo
calcio e silica

Apds a determinar o grau de fosforilagdo das microfibras de celulose
modificadas, P-CuF, os experimentos seguiram levando em consideragdo as

quntidades de grupos fosfato quantificados.
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Cerca de 1,42 g das P-CyF liofilizadas, foram dispersas em 20 mL de
agua deionizada e 20 mL de solugéo de nitrato de calcio 0,02 mol.L"" com o pH da
disperséo ajustado em 10 com solugdo basica de hidréxido de aménia 0,001 mol.L™
e agitada por 120 min sob atmosfera inerte.

As P-CuF+Ca?* foram centrifugada e dispersas em solugdo de CTAB
0,015 mol.L™" e o sistema permaneceu sob agitagdo magnética por 10 minutos para
homogeneizagao completa.

Em seguida foram adicionados 20 mL de agua deionizada, 80 mL de
etanol 98%, 10 ml de solugéo etilica 4,2% (v/v) e TEOS em quantidade suficiente
para formacdo da silica. A dispersdo permaneceu sob agitacdo magnética, a
temperatura ambiente, por 20h para a hidrélise completa do TEOS e formacao da
silica.

A Figura 9 mostra imagens da dispersdo apds adigdo de todos os

reagentes e apds o processo de hidrolise de 20 horas.

Figura 9: Imagens durante o processo de reagéo de hidrdlise da silica com o uso de TEOS. A) Inicio
da hidrdlise; B) Hidrélise apds 20h.

3.6. Preparacao dos Templates por congelamento e liofilizagao das

dispersoes preparadas no item 3.5.3

O etanol presente no meio reacional foi removido, apés o término da
reagao, por lavagens sucessivas com solugdo tampao de amoénio, pH=10, até a
remogao do etanol. A centrifugacao controlada foi realizada em 15 min a 2000 rpm.

O estudo sobre o tempo de centrifugagdo foi realizado em trabalho
anterior do Grupo de Pesquisa utilizando a Centrifuga Analitica Lumisizer.

A remocao do etanol € essencial para que a dispersdao possa ser
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congelada e mantenha a estabilidade para ser liofilizada apds o procedimento.

Para o procedimento de congelamento das amostras apds centrifugagéo
controlada, para organizacado do Template, foi feito o congelamento vertical lento.

Neste processo o precipitado resultante da centrifugacgao foi inserido em
uma seringa de 10 mL e mergulhado verticalmente em N, liquido com a utilizagdo de
um sistema Dip-coating com velocidade controlada de 0,55 cm.min™.

Apds o término do congelamento, a ponta da seringa foi cortada, usando
um estilete, permitindo a extrusdo do material congelado com o auxilio do émbolo
presente no encaixe da seringa. A Figura 10 mostra a seringa contendo a dispersao

‘presa’ ao sistema Dip-coating.

Figura 10: Sistema Dip Coating utilizado para o congelamento lento através do controle de
velocidade em cm.min™.

4. TECNICAS UTILIZADAS PARA CARACTERIZAGAO DOS MATERIAIS

4.1. Determinagdao da distribuicio de tamanho das CupF por

espalhamento de luz estatico usando Mastersize 2000

Para as medidas da distribuicdo do tamanho de particulas, as amostras
foram dispersas na unidade Hidro do MasterSize 2000 com agua deionizada usada
como dispersante. As microfiboras CuF foram previamente dispersas em agua
deionizada usando banho de ultrassom até obter um material sem aglomerados

visiveis. Os resultados foram obtidos através do software do equipamento.
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4.2. Determinacao de cristalinidade das CuF e Template por difracao de

raio-X

As analises foram feitas utilizando um difratdbmetro da marca Shimadzu,
modelo XRD7000. Os difratogramas foram obtidos em um intervalo de 20 de 5° a
50° com uma velocidade de 2° min™, utilizando alvo de Cu (1,54 A Ka), voltagem de
30 kV e corrente de 10 mA.

Aproximadamente 100 mg das amostras de CuF foram prensadas em um

suporte de vidro com 3 cm de didmetro e 1 mm de profundidade.

4.3. Ressonancia magnética nuclear (NMR) de *'P das CuF e P-CuF

As analises de MAS-NMR *'P foram feitas com as mostras de CuF e
P-CuF no equipamento Bruker 400 MHz MAS 4 BL CP BB em rotor de zirconia com
4 mm de didmetro, rotacdo maxima de 15 kHz, 128 varreduras a temperatura de 22

°C. Para recuperagao dos dados foi utilizado o software TopSpin.

4.4. Espectroscopia de absorgao no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) das CuF e P-CpuF

As amostras foram analisadas por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) em um espectrofotdmetro Agilent Techonologies
Cary 630 (Agilent) equipado com uma unidade de Transmitancia. Os espectros
foram obtidos na faixa espectral de 400 a 4000 cm™, com resolugdo de 4 cm™.

As amostras foram preparadas na forma de pastilhas a 1% em KBr. O KBr
utilizado para a analise de transmitancia foi seco na Mufla EDG 3P-S durante 3
horas a 300°C.

4.5. Microscopia eletronica de varredura (SEM) das CpyF, P-CuF e
Template

As analises por Microscopia Eletrénica de Varredura foram realizadas de
duas maneiras: as CuF foram dispersas em agua deionizada, depositadas sobre

ldamina de mica que estava fixada no “Stubs” e foram secas a temperatura ambiente
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em um Dessecador com vacuo.

e As microfibras de celulose foram dispersas em banho de ultrassom com agua
deionizada 1:100 (v/v) e 5 uL da dispersao foram depositadas sobre a lamina
de mica que estava fixada no “Stubs” e foram secas a temperatura ambiente
em um Dessecador com vacuo. Por fim, metalizadas pela deposicdo de
Carbono

e As amostras de CuF, P-CuF e Template liofilizadas foram montadas sobre
“Stubs” metalicos com fitas de carbono e/ou cola de carbono e metalizadas.

Foram obtidas micrografias de todas as amostras no equipamento Quanta
FEG 250 a uma tensao de aceleracao de 2, 5 e 10 kV.

4.6. Determinacdo do grau de fosforilagao por titulagao indireta das

amostras de P-CuF com solugao de Ca2+

Para determinar o grau de fosforilagdo das microfibras de celulose
funcionalizadas, P-CpF, os grupos fosfatos ligados a elas foram titulados de forma
indireta com solugdo de ions calcio em pH=10. A reagdo com ions Ca?* ndo sé
permite determinar o grau de fosforilagdo, mas também, mostra que estes ions que
sdo um dos constituintes do biovidro 58S irdo ser fixados no Template formado pelas
microfibras.

Cerca de 0,7 g das P-CuF, foram dispersas em 100 mL de solugdo de
nitrato de calcio 0,02 mol.L™". O pH da dispersao foi ajustado em 10 com solugdo
basica de hidroxido de aménia 0,001 mol.L”" e agitada por 2 horas sob atmosfera
inerte. A dispersao foi centrifugada e 10 mL do sobrenadante titulado com EDTA
0,02 mol.L™" e negro de eriocromo T. A titulagédo foi realizada em triplicadas e os
volumes de EDTA utilizados na titulacdo foram usados permitiram quantificar o
numero de mols de ions calcio em excesso e, consequentemente, os ligados aos
grupos fosfatos, possibilitando a determinagdo da quantidade de grupos fosfatos

ligados nas P-CuF.
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4.7. Determinacao do grau de fosforilagdo por TGA das P- CuF+Ca*

As amostras de P-CuF foram suspensas em solugéo basica 0,001 mol.L™
de hidroxido de amoénio até pH=10 e 100 mL de solucédo de nitrato de calcio 0,02
mol.L". A dispers&o foi mantida sob agitagdo em atmosfera inerte por 2 horas.

Para titulagdo, a dispersao foi centrifugada e 10 mL do sobrenadante
adicionado de solugdo tampdo pH=10 e titulado com EDTA 0,02 mol.L™" e indicador

negro de eriocromo T.

4.8. Determinacao dos potenciais zeta das dispersdes de: CuF, P-CyF,
P-CuF+Ca%" e P-CuF+Ca?*

Para as determinagdes dos potenciais zeta as amostras foram dispersas
a 1% em agua deionizada e as amostras de P-CuF+Ca?+CTAB foram analisadas
em solugéo de CTAB 0,015 mol.L"" . As medidas foram realizadas com o auxilio da
cubeta disposable folded capillary cells (Malvern), a temperatura ambiente.

O potencial zeta (¢) foi determinado usando o equipamento ZetasizerNano
Zs- Zen3600 (Malvern). Os resultados foram obtidos através do software do

equipamento.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Obtencao e caracterizacao das CuF por distribuicio de tamanhos
por espalhamento de luz estatico, ressonancia magnética nuclear e

microscopia eletrénica de varredura

Apesar da expectativa de modificagdo das microfibras com grupos
fosfatos pela hidrolise do papel Whatman com &cido fosférico ela ndo ocorreu
[49,50].

Para confirmar as microfibras foram caracterizadas por Ressonancia
Magnética Nuclear de *'P. O espectro de RMN *'P mostrado na Figura 11 confirma
que a fosforilagcdo n&o ocorreu apesar das referéncias indicarem a possibilidade de
reacdo, para outras condicdbes de reacdo e materiais celuldsicos diferentes,
principalmente CNC [49,50].
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Figura 11: Espectro RMN para 3'P da microfibra de celulose liofilizada e antes da funcionalizagao.

A caracterizagdo das microfibras de celulose obtidas pela hidrolise do
papel de filtro Whatman com acido fosférico, como descrito no item 3.1, resultou em
uma dispersao turva que apresentou decantacao lenta. Essa turbidez e decantacao
lenta indicam possiveis formac¢des de aglomerados das particulas.

A distribuicdo de tamanho das microfibras de celulose foi determinada por

Espalhamento de luz Estatico usando o Malvern 2000 e o resultado € mostrado na

Figura 12.
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Figura 12: Distribuicdo de tamanho para a dispersdo das microfibras de celulose, CuF, obtidas pela
hidrélise do papel Whatman com acido fosférico 85%.

A Figura 12 ilustra a distribuicdo de tamanho das microfibras, que se

concentram em torno de 12 ym, com possiveis aglomerados que variam de tamanho
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entre 3 a 40 uym.

Além da distribuicdo de tamanho, as microfibras também foram
caracterizadas por Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM) para observar a
homogeneidade da distribuicdo de tamanho em comparagdo com os dados
analisados na Figura 12.

A Figura 13 mostra a micrografia da dispersao de microfibras dispersas
em uma lamina de mica e preparada conforme descrito no item 5.5. A micrografia
mostrada na Figura 13 indica que as CuF possuem um comprimento aproximado de
2 um [8].

"~

Figura 13: Micrografia das microfibras de celulose (CuF) apds liofilizagdo e dispersas em agua
deionizada.

Esse resultado diverge da analise de distribuicdo de tamanho exibida na
Figura 12, possivelmente na dispersédo, analisadas pelo espalhamento existam
aglomerados de CuF que nao estdo presentes na Figura 13. Na preparacao para as
micrografias, as microfibras foram melhor espalhados ao depositar uma quantidade

muito pequena de dispersao sobre a mica.
5.1.1. Determinagao da cristalinidade das CuF

A cristalinidade das CpF foi analisada por Difracdo de Raios- X (DRX). O
difratograma obtido, mostrado na Figura 14, é semelhante aos difratogramas de

nanocristais e microfibras de celulose citados na literatura [52].
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Figura 14: Difratograma das microfibras de celulose obtidas por hidrdlise acida com acido fosférico
98% PA.

Segundo Granja e Chen Yang [53,54], os picos cristalinos em 28 em torno
de 14,5°, 16,5°, 22,5° e 34,8°, como os observados na Figura 14, s&do caracteristicos

de materiais cristalinos derivados da celulose.

5.2. Obtencao e caracterizagdao das P-CuF por MAS-NMR *'P e FTIR

Para obtencdo do Scaffold de biovidro utilizando as CuF como Template é
necessario que as CpF sejam funcionalizadas com grupos fosfatos e,
posteriormente, “revestidas” com os demais componentes do biovidro. Para tanto,
uma funcionalizagdo quimica da superficie das CuF com grupos fosfato € o primeiro
passo para a construgcao do Scaffold de biovidro.

Atualmente, o método mais eficiente para obtencdo de microfibras de
celulose fosforiladas (P-CuF) €& a esterificacdo, que modifica quimicamente a
estrutura da celulose através da introdu¢do de grupos aniénicos. O grupo anidnico
desejado neste trabalho é o fosfato, ou seja, a fosforilagdo dos grupos hidroxila das
microfibras de celulose [35,55].

A reacdo quimica de fosforo combinado com ureia, Figura 7, € bastante

adequada nesse trabalho por permite um melhor controle da fosforilacdo oxidativa,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1385894723039992#b0085
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/phosphorus-compounds
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uma menor solubilizagdo do derivado de celulose, evitar a degradagao da celulose, e
promover o inchago da celulose para facilitar a penetracéo do agente de fosforilagao
[56].

Para verificar a efetividade da funcionalizacao, as microfibras de celulose
foram analisadas usando as técnicas de MAS-RMN *'P e FTIR.

No espectro de RMN *'P mostrado na figura 15, pode-se observar sinais
intensos em 3,7835; 2,9955 e -3,8285 ppm. Na literatura é indicado que os picos
observados na faixa de deslocamento quimico de -10 a 10 ppm estao relacionados a

diferentes tipos de ésteres de fosfato. Os picos nessa regido estdo associados a
monoésteres de fosfatos — H,PO,R’ (0 a 10 ppm), ortofosfato — PO43' (Oa5ppm)e
diésteres de fosfato - HPO,R’R” (-5 a 0 ppm) [57,58].

37035
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Figura 15: Espectro RMN para 31P do material funcionalizado com grupos fosfato.

A literatura indica que os sinais com pico mais largo em 3,7835 e 2,9955
ppm podem ser atribuidos a sobreposicoes multiplas do mesmo sinal de fosfato
[57,58,59]. Para corroborar os resultados obtidos por Ressonédncia Magnética
Nuclear foi realizado andlise de Espectroscopica de Infravermelho com

Transformada de Fourrier (FTIR) para as CuF e P -CuF, mostrados na Figura 16.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1385894723039992#b0095
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Figura 16: Espectro no Infravermelho da CuF em vermelho e da P-CuF em preto.

Os espectros mostram os picos de absorbancia para a estrutura da
microfibra de celulose apds reacdo de hidrélise com acido fosférico, CuF, em
vermelho e em preta para as microfibras de celulose fosforiladas, P-CpuF.

Os picos na regido de 1634-900 cm™ sdo atribuidos a vibragdo das
moléculas de agua absorvidas pela celulose.

Os picos observados na faixa de 1420-1430 cm™ s&o atribuidos as
vibragbes de flexdo dos grupos C-H. Confirmando que a estrutura da celulose
permanece apoés a reagao de fosforilagédo [60].

O conjunto de bandas em 1200 - 1000 é atribuida a vibracbes de
alongamento e flexdo de ligagées OH presente.

As bandas de absorgdo em 911 cm™ esta presente em ambos espectros,
pois é atribuida a ligagdes B-glicosidicas, regido amorfa da celulose que foi, apenas,
parcialmente dissolvida. Nessa mesma regido, 540 — 910 cm™, a intensidade dos
picos que podem indicar a presenga do grupo P-OH é muito pequena [61,62].

Portanto, o FTIR é pouco conclusivo para indicar a fosforilagao, a qual é
claramente mostrada no resultado de MAS- NMR *P a efetividade da

funcionalizagdo com grupos fosfato.
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5.3. Determinacdao do grau de fosforilacao das P-CuF por titulagao

indireta com ions calcio (Ca?*) e analise termogravimétrica, TGA

Para determinacdo do grau de fosforilagdo os grupos fosfatos foram
reagidos com ions calcio em excesso, como descrito no item 3.3. Apos a reagao das
P-CuF com a solucédo de calcio, o sobrenadante é titulado e os resultados obtidos
estdo descritos na Tabela 1.

A incorporacdo de ions calcio para determinagdo dos grupos fosfatos
presente no material pode ser obtida através da adigdo de solugado de nitrato de
calcio, Ca(NO3),, em meio basico com pH=10, dispersao. A reacao sugerida para a

reagao entre o fosfato e o calcio esta ilustrada na Figura 17.

H O— ;™0
0 H 0— i
Hm + Ca i+ ::> |fH o H Ca 2

HO

Figura 17: Reagao dos grupos fosfatos com ions calcio

Para determinacdo do grau de fosforilagdo os grupos fosfatos foram
reagidos com ions calcio em excesso, como descrito no item 3.3. Apds a reagao das
P-CuF com a solugao de calcio, o sobrenadante é titulado e os resultados obtidos

estao descritos na Tabela 1.
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Tabela 1: Resultados da Titulag&o Indireta de Complexagdo com EDTA 0,02 mol.L™" obtidos apds a
reagdo das P- CuF com solugéo de Ca? 0,02 mol.L™.

Resultados Experimentais

Mep._cyF (utilizada) 0,6139¢
Vca2+ (Branco) 10 mL
VEDbTA (Branco) 16,4 mL

Nea rotan 3,28x10°3

V EbTA(Excesso) 13,3 mL
nCa2+(E><cesso) -3

2,66x10~° mols

2

+
Nca (Fixados pelos grupos fosfato)

6,2x10* mols

nfosfato/g de P-ClJ F

1,03x107

Pelo resultado obtido na titulacdo indireta de complexacdo com ions

calcio, a quantidade de grupos fosfato, em numero de mols, por grama de

microfibras de celulose funcionalizadas com grupos fosfatos e liofilizadas € da ordem

de 1,03x10°.

Para confirmar o resultado obtido na titulacdo de complexagdao o

precipitado obtido na titulacdo, P-CuF+Ca?*, foi lifiolizado e utilizado para analise

termogravimétrica, TGA.

A andlise foi realizada conforme descrito no item 4.7 e a Figura 18 mostra

o resultado da analise de termogravimétrica através do grafico de Temperatura x

massa perdida.
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Figura 18: TG e DTG das microfibras de celulose fosforiladas, adicionadas ions Ca*" e liofilizadas.

Para realizar os calculos de acordo com o resultado do TGA a massa do
residuo obtida no final da analise foi considerada como sendo de Caz(PO,),,
julgando a estabilidade deste composta a 1000°C. O resultado obtido na analise de

TGA para o material P- CuF+Ca?" liofilizado € mostrado na Tabela 2.
Tabela 2: Resultados da Analise de TGA para P- CuF+Ca?".

Resultados Experimentais

m i (amostra) 2,25X1 0-3 g
m f (Residuo) 5’4)(1 0-4 g
N ca2+3(P0412 1,74x10° mols
N c.2t 5,22x10° mols
M ca’ 2,08x10* g
M p. cur M (amostra) = M Ca2+ - 2=O4X10-3 g
-3 3,54x10° mols
n PoO4
N P04~/ g de P-CpF 1,73x10° mols de PO;* / g de p_cF

Comparando os resultados da titulagao indireta com ions calcio, Tabela 1,
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com os resultados obtidos pela analise de TGA, Tabela 2, pode-se afirmar que
numero de mols de fosfatos por grama de P-CuF fixados pelas microfibras é da
ordem de 10 mols de fosfato/g de P-CuF.

A determinagdo do grau de fosforilagdo das microfibras de celulose
permitiu calcular a quantidade de ions calcio e silica necessaria para a formacao do
Template para a formagéao do biovidro 58S (BG58S) considerando a sua composi¢ao
58% SiO,, 33% CaO e 9%P,05 (Ww/w%) [62,63].

5.4. Preparaciao da dispersiao P-CuF+Ca?'/silica com uso de CTAB para

preparagcao dos Templates

Para preparar os Templates que dardo origem aos Scaffolds de biovidro
foi necessario primeiro prepara uma dispersao contendo as microfibras fosforiladas
reagidas com calcio, P-CuF+Ca?*, e silica gerada pela hidrolise de
Tetraetilortosilicato (TEOS).

Como descrito no experimental item 3.5.2, para a adsor¢ao de silica pelas
P- CuF+Ca?" célcio foi necessario o ajuste do potencial zeta com o uso de um
surfactante catiénico, CTAB.

A concentracido de CTAB necessario para adsorgao efetiva de silica foi
determinada ap6s um estudo com varias concentragdes do surfactante adicionados
a dispersdo das P-CuF+Ca?". Este estudo mostrou que que a melhor concentragao
de CTAB para ser usada na disperséo foi 0,015 mol.L™.

As anadlises de potencial zeta foram realizadas em todas as etapas de
preparacao da dispersdo: CuF, P-CuF, P-CuF+Ca?* e P- CuF+Ca*+CTAB. A Tabela
3 mostra os resultados obtidos para o potencial zeta das microfibras nas diversas
etapas da preparagdo das dispersdes que dardo origem ao Template, conforme
detalhado no item 3.5.2.
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Tabela 3: Potencial zeta das dispersdes de CuF, P- CuF, P-CuF+Ca? em agua e da dispersio de P-

CuF+Ca?+CTAB em solugéo de CTAB 0,015 mol.L™".

Dispersoes utilizadas para .
. . Potencial Zeta
medir o Potencial Zeta

(mV)

CuF -25,5

P-CuF -19,8

P-CuF + Ca? -3,45

P-CuF + Ca?* + CTAB 27,9

Segundo os resultados para analise de Potencial Zeta:
Os valores de potencial zeta negativos, -25,5 mV, que as dispersdes das CuF
apresentam ocorre, possivelmente, deve-se a presenga de grupos hidroxilas
que estao desprotonados em pH entre 5 e 6.
Apos a reacao de fosforilacdo, as P-CuF apresentam potencial zeta ainda
negativos devido a modificagdo com grupos fosfatos. Provavelmente pela
troca de hidroxilas desprotonadas por grupo fosfatos parcialmente ionizados
em pH entre 5 e 6.
A adigdo de ions Ca?" a dispersdo das P-CuF em pH=10 resulta na reagéo
entre os ions célcio e os grupos fosfatos formando P-CuF + Ca?" antes da
dispersdo em agua para a medida de potencial zeta. Causando a maior
variagdo do potencial zeta, como esperado. Pois em pH 10 os grupos fosfatos
ligados a cadeia das microfibras estao completamente ionizados e a fixagao
dos ions Ca*" neutraliza parte das cargas negativas resultando no valor de
-3,5 mV.
Conforme descrito no item 3.5, a adsor¢cdo de CTAB pelas microfibras de
celulose foi a estratégia utilizada para tornar o potencial zeta positivo,
possibilitando a adsor¢ao de silica preparada pela hidrélise de TEOS em meio
basico.

Conforme mostrado na Tabela 3, os resultados para o potencial zeta das

P- CuF+Ca? em solugdo de CTAB 0,015 mol.L"" é igual a 27,9 mV, adequado a
adsorgao de silica que apresenta ponto isoelétrico igual a pH 2,4.
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5.5. Adsorc¢ao de silica com uso de CTAB

A silica, um dos componentes do biovidro 58S, foi obtida neste trabalho
através da hidrélise do alcoxido tetraetilortosilicato (TEOS). A reagao de hidroélise
basica para obtencdo de silica que resulta em uma dispersdo de particulas e
formacéao de “séis” proposta por V. Stober em 1968 [5,50,64].

A hidrélise da silica em meio basico ocorre segundo a reagao

apresentada na Figura 19.
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Figura 19: Reagdo esquematica para obtencgao de silica catalisada por base. Todas as etapas
ocorrem simultaneamente.

A adsorcao de silica para construcao do Template ocorreu de acordo com
a hidrolise basica representada na Figura 19 em que as etapas ocorrem
simultaneamente. O Ortosilicato de tretaetila, percursor da silica ( Si(OEt),,TEOS), é

hidrolisado em alcool na presenca de aménia como catalisador [65,66].

Si(OEt), + H,0 — Si(OEt),OH + EtOH

Si(OEt), + 2H,0 —> Si(OEt), (OH), + 2 EtOH

A reacgao produz etanol e uma mistura de etdxi silandis, Si(OEt);OH ,
Si(OEt),(OH),, e até mesmo Si(OH),.


https://en.wikipedia.org/wiki/Ethyl_group
https://en.wikipedia.org/wiki/Silicic_acid
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2 Si(OEt),OH —» (EtO),Si—0—Si(OEt), + H,0
Si(OEt), OH + Si(OEt), — (EtO),Si—0—Si(OEt), + EtOH

Si(OEt),OH + Si(OEt), (OH), — (Et0),Si—0—Si(OEt),0H + H,0

Geralmente, essa reacao € utilizada para sintetizar silica coloidal com
tamanhos determinados e controlados, dependendo da concentragao de reagentes,
temperatura e catalisador.

Com a dispersdo P-CuF+Ca?'/Silica a distribuicdo de tamanho das P-
CuF+Ca?*/Silica foi determinada por Espalhamento de luz Estatico usando o Malvern

2000 e o resultado é mostrado na Figura 20.

Particle Size Distribution
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Figura 20: Distribuicdo de tamanho para a dispersdo das P-CuF+Ca?'/Silica obtidas apds
reacao de hidrélise do TEOS em pH 10.

A Figura 20 ilustra a distribuicdo de tamanho das microfibras, que se
concentram em torno de duas populagdes. Possivelmente, a menos populagdo em
torno de 35 pym, com possiveis aglomerados que variam o tamanho de 5a 110 ym é
referente as P- CuF+Ca?/Silica e a menor populagdo, se aproximando de 1000 ym,
pode ser referente os residuos de silica presentes na dispersao.

Neste momento, além de ter sido inserido outros componentes as
microfibras que foram analisadas na Figura 20 também ocorre o recobrimento com
silica que contribuiu para o aumento da distribuicdo de tamanho da disperséo P-
CuF+Ca?*/Silica em comparagao com a distribuicdo de tamanho da microfibra pura

obtida na Figura 12.



54

5.6. Formacao e caracterizagao do Template

A partir da dispersdo em CTAB das P-CuF+Ca?*/silica, o Template foi
preparado através da centrifugacdo controlada, congelamento seguido da
liofilizagdo, conforme descrito no item 3.6. Este procedimento resulta em um
Template que possui uma certa resisténcia mecanica que pode ser manuseado, com
cuidado, sem que haja o colapso da estrutura.

A Figura 21 mostra uma foto com o resultado do Template obtido apés o

procedimento detalhado no item 3.6.

Figura 21: Template obtido a partir da dispersdo em de P-CuF+Ca?/silica com CTAB usando como
estratégia, centrifugacédo e congelamento lento, usando o sistema Dip Coating, seguido de liofilizagao.

O Template foi caracterizado por Microscopia Eletrénica de Varredura
(SEM). As micrografias sdo mostradas na Figura 22.

RIS,

e

r_‘

Figura 22: Micrografias do Template apds o processo de organizagao através da centrifugagao
controlada e congelamento seguido de liofilizagao. A) e B) Correspondem as micrografias do
Template com aumento de 500 e 100 ym, respectivamente.
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Na micrografia observa-se que o Template possui uma organizagao
lamelar comprovando que apds a liofilizagdo. A organizagdo que foi originada do
congelamento vertical lento foi mantida.

Como parte da estratégia para formar o Template envolvia a reagao dos
grupos fosfatos com ions Ca?*, seria esperado que esta reagédo formasse fosfato de
calcio.

Para investigar a formagao de fosfato de calcio, o Template foi analisado
por Difracdo de raios-x. A Figura 23 mostra o difratograma de raios-X para o

Template.

R -Template

30000
20000

10000

26 (%)
Figura 23: Difratograma para o Template obtido de acordo com o item 4 deste trabalho.

O difratograma de raios X do Template mostra picos bem definidos entre
20 e 36°, caracteristicos para fosfatos de calcio, comprovando a formagao deste
composto como consequéncia da reacdo entre os grupos fosfatos ligados as

microfibras com os ions Ca?".

5.6.1. Composicao Quimica do Template

A determinacgéo do grau de fosforilagdo o grau de fosforilagdo das P-CuF
igual a 1x10 mols de PO,? / g de P-CuF, permitiu calcular a quantidade de ions

calcio e silica necessaria para a preparacdo do Template para a formagado do
biovidro 58S (BG58S) considerando a sua composi¢gao 58% SiO,, 33% CaO e
9%P,05 (W/wW%).
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A composicido quimica do Template foi determinada por Fluorescéncia de
raios X. O resultado considerando os componentes do biovidro P,O5;, CaO e SiO,,

em percentagem de massa, € mostrado na Tabela 4.

Tabela 4: Composicao do Template, expressa como P,Os, CaO e SiO,, em % m/m dos componentes
do Template, obtido por FRX apés liofilizagao.

Elemento Composicao
P,O; 1,84%
Cao 1,24%
SiO, 96,51%

Os resultados mostram que as quantidades de P,05;, CaO e SiO, sao
discrepantes da composicio do biovidro 588S.

Apesar das quantidades adicionadas de silica e Ca®*" terem sido
calculadas a partir do grau de fosforilagdo das microfibras, 102 moles de
PO,*/grama de P-CuP e da composigdo do biovidro, os resultados de Fluorescéncia
de raios-X fornecem quantidades de P,05;, CaO e SiO, muito diferentes da esperada.

Estes resultados, provavelmente, sdo devidos a perda de Ca* e talvez
fosfato de calcio que se desprendeu das microfibras devido a reagcdo com ions Ca?*
durante as lavagens e centrifugacdes sucessivas da dispersao das microfibras em
CTAB.

Outra possibilidade € a falta de homogeneidade nas lamelas do biovidro.
O processo de preparagédo do Template resulta no “revestimento” das P-CuF+Ca?"
por silica, o que pode ter resultado na predominancia deste material na superficie
das lamelas. As analises por FRX preferencialmente detecta a presenga da silica na
superficie em detrimento do P,0O5; e CaO presentes no inferior das lamelas.

No capitulo 2 a seguir serdo discutidas estratégias utilizadas para
adicionar calcio e silica suficiente a dispersao P-CuF+Ca?*/silica e, posteriormente,
organiza-las para a formagdo do Template e calcina-los para obter o Scaffold de

biovidro.
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Apos a obtencdo dos Templates como reportado no capitulo | foram
realizados estudos de calcinacdo que permitam a consolidagdo da rede de silica
juntamente com o fosfato e ions calcio presentes.

Um dos desafios a serem superados neste trabalho para obtencédo de um
Scaffold com as propriedades de vidro bioativo € a obtengcdo de uma estrutura vitrea
tipica de um biovidro e ndo de uma vitroceramica. Embora as vitroceramicas
originadas da cristalizagdo de biovidros sejam biocompativeis, quando comparadas
com os biovidros, apresentam uma velocidade menor quanto a capacidade de

estimular e regenerar o tecido 6sseo [10,11,67].

6. SCAFFOLD DE BIOVIDRO

Os vidros bioativos contendo SiO, promovem a formag&do Ossea tanto in
vitro quanto in vivo, uma vez que as espécies de silicio e ions lixiviados em contato
com os fluidos corporeos podem estimular a proliferacdo de osteoblastos e a
regulacéo positiva dos genes [68].

Para que os Scaffolds de vidros bioativos auxiliem na reestruturacéo
O0ssea € necessario que, além da composicdo adequada, eles possuam poros
interconectados com tamanho maior que 50 um, permitindo a invasao celular e
permeacao de substancias importantes para a osteogénese.

Devem, também, apresentar area superficial elevada e resisténcia
mecanica para suportar o0 manuseio durante a cirurgia, permitindo o trabalho do
cirurgido e adequando-se ao formato do defeito 6sseo sem colapsar os poros, ou
alternativamente, preparado na forma de grédos que possam ser depositados no
defeito [6,10,46].

Como descrito no Prefacio a estratégia para sintetizar Scaffold neste
trabalho foi utilizar um Template de microfibras de celulose, CuF. O Template foi
eliminado por calcinagao obtendo-se um Scaffold de biovidro com estrutura porosa,
e caracteristicas similares as destacadas acima.

As microfibras de celulose, parte organica do Template, podem ser
removidas através de tratamento térmico a temperaturas superiores a 300 °C [69].
Neste trabalho, foram realizados diversos ensaios de calcinagao dos Templates em
diferentes tempos e temperaturas, como mostra a Tabela 5. Porém as calcinagcbes

conduzidas a temperaturas menores que 1100°C, independentes dos tempos de


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/silicon-ion
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calcinacdo e rampa de aquecimento, resultaram em corpos que nao apresentavam
resisténcia mecanica e com dificil manuseio, transformando-se facilmente em pos.

Todavia, os Scaffolds obtidos a temperaturas de 1100 e 1200°C
apresentaram boa resisténcia mecanica, permitindo o manuseio sem desmantelar
em po.

Os Scaffolds preparados por estes processos resultam em estruturas com
paredes de poros finas e formados por biovidro, sem que ocorresse a cristalizagao
transformando-o em vitroceramicas. Embora as vitroceramicas originadas da
cristalizacdo de biovidros sejam biocompativeis, quando comparadas com os
biovidros, apresentam uma velocidade menor quanto a capacidade de estimular e
regenerar o tecido 6sseo [10,11,70].

Na Figura 24 esta representada a rede de silica para um biovidro formada
pelos oxidos SiO,, CaO e P,0O5 por ligagées multiplas com os atomos de oxigénio
[71].

Figura 24: Representacdo esquemética da rede da silica do biovidro que representam o precursor do
vidro bioativo obtido por sol-gel, apds calcinagao.

6.1. Procedimento experimental para obtencao do Scaffold de biovidro

por calcinagao

Os Templates obtidos no item 3.6 do capitulo | foram calcinados em
cadinho de platina no forno mufla Lindberg Blue M (Thermo Cientific), a tempeturas

entre 600°C e 1200°C com variados valores de rampa de aquecimento e tempos. A
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Tabela 5 mostra as temperaturas, tempo e rampa de aquecimento utilizado nos
ensaios de calcinacio. Para facilitar a escrita, os Scaffolds foram nomeados como a

sigla BG seguido da temperatura utilizada na calcinagdo dos mesmos.

Tabela 5: Temperaturas, tempos e rampas de aquecimento utilizados na calcinagdo dos Templates.

Rampa de
T aquecimento T .
Scaffolds o - Observagoes
(°C) (°C/min) (min)
BG-600 600 2 15 Scaffold fragil e
sem poros
BG-600 600 2 30 Scaffold fragil e
sem poros
BG-800 800 2 15 Scaffold fragil e
Sem poros
BG-1000 1000 8 120 Scaffold fragil
BG-1100 1100 10 60 Scaffold.resistente
e firme
BG-1200 1200 10 120 Scaffolq resistente
e firme

Apesar dos Templates terem sido calcinados conforme as condicdes
mostradas na tabela 5 apenas os Scaffolds obtidos a 1100 e 1200 °C, denominados
BG-1100 e BG-1200, apresentaram uma estrutura com maior resisténcia mecanica e

permitindo o manuseio sem desmantelar em po.
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7. CARACTERIZAGAO DOS SCAFFOLDS DE BIOVIDRO

7.1. Microscopia eletrénica de varredura (SEM) dos Scaffolds

As analises por Microscopia Eletrénica de Varredura foram realizadas com
os Scaffolds. Os Scaffolds foram montados sobre “Stubs” metalicos com fitas de
carbono e/ou cola de carbono e metalizadas.

Foram obtidas micrografias de todas as amostras no equipamento Quanta

FEG 250 a uma tensao de aceleragao de 2, 5 e 10 kV.

7.2. Difragao de raio-X dos Scaffold

As analises foram feitas utilizando um difratdmetro da marca Shimadzu,
modelo XRD7000. Os difratogramas foram obtidos em um intervalo de 26 de 5° a
100° com uma velocidade de 2° min, utilizando alvo de Cu (1,54 A Ka), voltagem
de30 kV e corrente de 10 mA.

Aproximadamente 100 mg das amostras do Scaffold foram prensadas em

um suporte de vidro com 3 cm de didametro e 1 mm de profundidade.

7.3. Fluorescéncias de raios-X

As analises de composi¢cao quimica dos Scaffolds foram determinadas
por Fluorescéncia de raios-X utilizando o equipamento micro-EDX 1300 (Shimadzu).

As amostras de Scaffolds foram analisadas também em foram de
pastilhas puras, sem adicdo de solvente ou agregante, com 1 cm de didmetro e 2
mm de espessura. Utilizando o equipamento XRF1800.

As medidas foram realizadas pelo tempo de 300 s em 4 faixas de
aquisicao de 0 a 20 KeV e faixa de analise de 0,00 a 20,00 KeV.

7.4. Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos Scaffolds de

biovidro

As amostras de Scaffolds foram analisadas por Espectroscopia no

Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) em um espectrofotdmetro Agilent
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Techonologies Cary 630 (Agilent) equipado com uma unidade de Transmitancia. O
espectro foi obtido na faixa espectral de 400 a 4000 cm™', com resolucdo de 4 cm™.

As amostras foram preparadas na forma de pastilhas a 1% em KBr. O KBr
utilizado para a anadlise de transmitancia foi seco na Mufla EDG 3P-S durante 3
horas a 300°C.

8. RESULTADOS E DISCUSSOES
8.1. Estrutura dos Scaffolds de biovidro
Na Figura 25 sdo mostradas as micrografias dos Scaffolds de biovidro. As

imagens A e B exibem os Scaffolds BG-1200 e as imagens C e D exibem os
Scaffolds BG-1100.

—— 100 pm — e —— 500 pm —————

Figua 25: Micrografias dos Scalffolds em 100 e 1200°C em diferentes aumentos. A) e B)
Correspondem as micrografias do Scaffold calcinados a 1200°C. C) e D) Correspondem as
micrografias do Scaffold calcinados a 1100°C.

Analisando as imagens A e B percebe-se que os Scaffolds calcinados a
1200 °C ficaram muito compactos, sem espaco entre as lamelas e apresentam
paredes mais espessas, com laminas menos Vvisiveis. Esses aspectos,
possivelmente, inviabilizariam o uso destes Scaffolds, pois ndao ha poros com

dimensdes apropriadas, e tdo pouco a organizagao esperada para este material.
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Por outro lado, as imagens C e D mostram uma estrutura lamelar
acentuada com espacamento de 50 a 100 um entre elas, assim como paredes finas,
possibilitando o uso do Scaffold por apresentar espagamento suficiente para invasao
celular e permeagao dos fluidos corporeos.

A queima das microfibras de celulose durante a calcinagdo do Template
tem duas fungdes que resultam na formacido do Scaffold com as caracteristicas
observadas na Figura 25:

e A primeira é atuar como molde para o Scaffold: As microfibras de celulose, ao
se organizarem através da centrifugacdo e congelamento vertical seguido de
liofilizagdo, contendo os grupos Fosfatos ligado aos ions Ca®*" e a silica
adsorvida formam um “molde” que é copiado por estes compostos e que se
mantém durante a eliminagao pela queima durante a calcinagéo.

e A segunda funcdo deve-se ao processo de queima: Ao entrar em combust&o,
as microfibras de celulose, promovem um rapido aumento da temperatura
local que resulta na aglutinacdo e formagdo de um sélido formado pelos
oxidos que sao tipicos componentes presente na rede vitrea, SiO,, P,0O5 e
CaO0, impedindo que a estrutura copiada desmorone.

A Figura 26 mostra uma foto do Scaffold BG1100. O Scaffold apresentou
resisténcia mecanica suficiente para ser manuseado ndo se desfazendo em pé. A
comparagdo com o tamanho do Template, Figura 21, mostra que houve uma
retragdo uniforme em seu tamanho, porém as formas do Tubo Falcon usado para

preparar o Template foram mantidas.

Figura 26: BG-1100 calcinado a 1100°C. Visivelmente nota-se a ‘diminuigdo’ de tamanho em
comparacao a Figura 21 que é o Template que deu origem ao biovidro.
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8.2. Difragao de raios-X do Scaffold de biovidro

Os biovidros apresentam uma estrutura descrita por uma rede de silica
sem simetria e/ou periodicidade. Assim, a auséncia de cristalinidade € um fator
importante a ser investigado neste trabalho, como ja mencionado, pois a
cristalinidade indicaria a formagao de uma vitroceramica.

A Figura 27 mostra o difratograma de raios X para o biovidro BG-1100.
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Figura 27: Difratograma de raios-x para o Scaffold BG-1100.

O difratograma mostrado na Figura 27 indica a natureza nao cristalina do
Scaffold pela presenca de halo caracteristico destes materiais e pela intensidade
reduzida. No entanto, os picos largos e também pouco intensos em 15° e 23° em 20

podem indicar o inicio de um processo de nucleagéao [67].

8.3. Composicao quimica do Scaffold BG-1100

A composicao quimica dos Scaffolds de biovidro BG-1100 foi analisada
por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e Fluorescéncia de raios-X
(FRX). Para iniciar os resultados de composi¢ao quimica para o BG-1100 foi
realizado analise de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR). A Figura 28 mostra os espectros de transmitancia de FTIR das amostras
para a estrutura do Scaffold de biovidro BG-1100 e, como comparagédo, o do

Template.



65

BG-1100
Template

Transmittance (%)

1118

I e T e T Y T . T 3 T Y T ® T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber (ecm-)

Figura 28: Espectro no Infravermelho do moédulo de Transmitancia para BG-1100 em preto. Para
comparagao é mostrado também, em vermelho, o espectro obtido para o Template que deu origem ao
biovidro.

Os picos intensos e largos em 3438 e 3345 cm™ estdo relacionados a
vibragdo de alongamento dos grupos-OH. Ele é menos intenso e largo no BG-1100
devido a condensacao dos grupos OH na calcinacdo e mais definido no Template
devido a presenca de grupos silandis formados pela hidrélise de TEOS [72].

As bandas entre 1648 e 1344 cm™ corresponde a vibragdo de flexdo O-H
dos grupos hidroxila que esta presente em ambos os materiais, mas devido a
calcinagdo no BG-1100 esse grupo sofre condensagdo na matriz do vidro,
tornando-se menos intenso em 1648 cm™ e ndo mais presente em 1344 cm™ [73].

As bandas de absorcdo em torno de 473, 807 e 1118 cm ' sdo as
principais bandas de absorgao atribuidas ligagées Si-O correspondendo aos modos
de estiramento e estiramento simétrico da ligagao Si - O - Si, respectivamente. Pois,
a silica esta presente em ambos os materiais, mas as ligagbes Si-OH do Template
passam a ser Si-O-Si devido a condensacao resultante da calcinagdo, causando o
aumento de intensidade do pico no BG-1100 [73].

A banda dupla em torno de 667 cm™ mostra que o material possui fosfato
de calcio, pois o pico representa a vibragao de flexao P-O do PO, que é visivelmente
mais definida no BG-1100 [74,75].

A composicdo Quimica do vidro que forma o Scaffold BG-1100 foi

determinada por Fluorescéncia de raios X. A Tabela 6 mostra o resultado expresso
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em funcdo dos componentes P,0;, CaO e SiO, que formam a rede do vidro.

Tabela 6: Resultados das porcentagens em massa (% m/m) dos componentes do biovidro que forma
o Scaffold BG-1100 expressos como P,0;, CaO e SiO,, obtidos por FRX.

Elemento Composig¢ao (Y%em/m)
P05 0,90 %
CaO 0,75 %
SiO, 98,35 %

Os resultados mostrados na Tabela 6 diferem muito da composicéo
esperada para o biovidro 588S: SiO, 58%, CaO 33% e P,059% apesar da preparagao
do Template ter considerado o grau de fosforilagdo das P-CuF, para o calculo das
quantidades de ions Ca?'e de TEOS para a formagao de silica.

Este resultado discrepante &, provavelmente, devido a perda de Ca?* e de
fosfato ligado a ele, durante as lavagens e centrifugagdes sucessivas da dispersao
das microfibras no processo de preparagao do Template.

Sendo assim, este capitulo tera uma etapa complementar denominada
“Ajuste da composicao dos Scaffolds de Biovidro” que ndo estava prevista

originalmente.
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9. AJUSTE DA COMPOSIGAO DOS SCAFFOLDS DE BIOVIDRO

Para resolver a discrepancia entre a composi¢cao do BG-1100 em relagao
a composicao do biovidro 58S, foram experimentados dois procedimentos para a
adicdo de calcio e silica durante a preparacao do Template. Os dois procedimentos
procuraram evitar a possivel perda de calcio e adequar a adsorcdo de silica no
Template. Para os dois procedimentos, as quantidades de ions Ca?* e TEOS
adicionados a suspensdo de microfibras fosforiladas, foi calculada

estequiometricamente a partir do grau de fosforilagao.

9.1. Metodologias da adigao de ions calcio e silica a dispersao

R1 - Adigao de Calcio como carbonato de calcio e silica como TEOS
a suspensao de microfibras fosforiladas e previamente reagidas com ions

Ca2+.

A partir da massa de microfibras de celulose fosforiladas e reagidas com
jons Ca?" e dispersas em solugdo de CTAB e TEOS em pH=10 foi adicionada
umadispersao de carbonato de calcio.

As quantidades de carbonato de calcio e de TEOS adicionadas a
dispersédo das microfibras fosforiladas e previamente reagidas com ions Ca?* foram
calculadas a partir da quantidade de fosfato ligado as microfibras fosforiladas.

Apods a hidrolise do TEOS a dispersao resultante com carbonato de calcio
ficou em agitagdo por 60 min, foi centrifugada e o sélido resultante submetido ao

processo de congelamento vertical e liofilizagdo, para a formagao do Template.

R2 - Adicdo de Calcio como ions Ca* e silica como TEOS, a
suspensio de microfibras fosforiladas seguida da precipitagcao dos ions Ca**

pela adicao de carbonato de aménio, (NH,),CO;:

A partir da massa de microfibras fosforiladas dispersas em solugcéo de
CTAB em pH 10 foi adicionado solugédo de ions Ca?* e TEOS.
As quantidades de ions Ca?* e de TEOS foram calculadas a partir da

quantidade de fosfato ligado as microfibras fosforiladas. A seguir adicionou-se a
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disperséo e sob agitagao, Carbonato de Aménio sélido e em pequenas adi¢gées e em
quantidade estequiométrica para precipitar “in loco” os ions Ca%* como Carbonato de
Calcio. Durante as adigdes o PH=10 foi mantido pela adi¢ao de solugao de hidréxido
de amoénio.

Apods hidrolise do TEOS a disperséo final foi centrifugada, e o sdlido
resultante foi submetido ao processo de congelamento vertical e liofilizagéo, para a

formacgao do Template.

10. CARATERIZAGAO DOS SCAFFOLDS DE BIOVIDRO APOS A CORREGAO
DE COMPOSIGAO

10.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (SEM)

As analises realizadas por Microscopia Eletronica de Varredura dos
Templates liofilizados e Scaffolds de biovidro BG1100 com adicao de calcio, onde, as
amostras foram preparadas sobre “Stubs” metalicos que estava revestido com fitas
de carbono e cola de litio e metalizadas com ouro (AU).

As superficies foram observadas pelo equipamento Leo Electron
Microscopy/ Oxford (Leo 440i) a uma tensao de aceleragao de 10 kV e corrente de
50 A.

10.2. Fluorescéncias de raios-X

As analises de composicdo quimica dos Templates e Scaffolds foram
determinadas por Fluorescéncia de raios-x utilizando o equipamento micro-EDX
1300 (Shimadzu).

As amostras de Scaffolds foram analisadas também em foram de
pastilhas puras, sem adicdo de solvente ou agregante, com 1 cm de didametro e 2
mm de espessura.

As medidas foram realizadas com faixa de analise entre 0,00 e 20,00 KeV.
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11. RESULTADOS E DISCUSSAO

11.1. Composi¢ao quimica dos Scaffolds de biovidro BG1100 preparados
pela rota R1 e R2

A composigdo quimica dos Templates e Scaffolds de biovidro que
sofreram adigédo de calcio e silica foi analisada por Fluorescéncia de raios-X (FRX),
por Microscopia Eletronica de Varredura (SEM).

Para todas as amostras mostradas na Tabela 7 a analise por FRX foi
executada utilizando o método que trabalha com o canal de leitura de sddio a urénio
(Na-U), com tempo de aquisicdo de 200 s. Cada amostra foi analisada em 2 pontos

diferentes e cada area de analise foi 50 microns.

Tabela 7: Composi¢cao Quimica em % m/m determinada por FRX para o Template e Scaffold
BG-1100 obtidos pela rota R1. Média para 2 pontos distintos na amostra.

AMOSTRA SiO, CaO P,O;
TEMPLATE
(R1) 21,43 16,61 -
BG-1100
(R1) 83,40 16,58 -

Os Resultados de FRX para o Template (R1) e para o Scaffold BG-1100
(R1) mostraram auséncia do sinal de Fosforo (P205). Apesar dos valores
porcentagem de SiO2 e CaO terem se ajustados para valores mais proximos dos
esperados para o BG58S, em comparacdo como os resultados obtidos para o
Template e Scaffod obtidos para a sintese sem ajuste de composi¢ao, a auséncia de
fésforo chama atengdo. Além do resultado inesperado para a auséncia de P205 a
analise indicou também a presenca do elemento cloro no material, apesar de nao
haver a adicdo de nenhum reagente com este elemento ( Template = 78,1% de ClI).
Outro fato incomum foi que a analise de FRX para o Scaffold BG-1100 (R1) nao
indicou a presenca do elemento CI, apesar do Scaffold ter sido obtido a partir do
Template.

A Tabela 8 mostra os resultados obtidos para analise de FRX para os
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Templates e BG-1100 (R2).

Tabela 8: Composi¢cado Quimica em porcentagem de massa (% m/m) determinada por FRX para o
BG-1100 obtidos com adigao de ions calcio pela rota R2, média de 2 pontos distintos na amostra.

AMOSTRA SiO, CaO P,Os

TEMPLATE 2,53 60,25 10,7
(R2)

BG-1100 (R2) 3,23 69,93 26,82

Apesar de termos todos os componentes presentes, as proporgdes entre
eles continuam discrepantes em relagdo ao esperado para o biovidro 58S e com
uma drastica diminuigdo da quantidade de silica.

As hipdteses para justificar esta perda de silica sdo: A silica pode ter sido
perdida no sobrenadante na centrifugagdo realizada apdés a adigdo de todos os
componentes usados na corregdo (solugdo de Ca®", carbonato de amodnio e TEOS)
ou o tempo de hidrdlise foi insuficiente para a completa transformagdo do TEOS em
silica. Apesar da discrepancia na quantidade de silica, a razdo entre CaO e P,05: 70
CaO / 27 P,0O5 = 3,2 é proxima da mesma razao para o BG 58S: 33Ca0O /9 P,0O;5 =
3,6.
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11.2. Estrutura dos Scaffolds de biovidro 58S com adi¢ao de ions calcio

O Template e o Scaffold BG-1100 (R2) foram caracterizados por SEM e a

Figura 29 mostra as micrografias correspondentes.

LRACTFEG, A EHT=16.60 KU - LRAC /FEQ

WD= 25 om  Detector= SE1 UNICAMP Mag= 4.88 K X T Probe- 58 pA WD- 25 mm  Detector- SEL

20un -~ EHT=10.00 kV LRAC/FEQ  264m | IT=16.80 KU ) LRAC [FEQ
Mag= 466 X I Probe= 58 pA Wn= 25 man Detector= SF1 UNICAMP Mag- 1.A8 K X T Probe= 58 pA WD= 25 nm Datector- SE1 UNICAMP

Figura 29: Micrografias do Template e Scalffolds BG-1100 (R2) em diferentes aumentos. A) e B)
Correspondem as micrografias do Templete. C) e D) Correspondem as micrografias do Scaffold.

Analisando as imagens A e B percebe-se que o Template possui areas
que exibem o arranjo das microfibras. Mas nota-se, principalmente, a deposicéo de
material inorganico sobre todo o Template, indicada pela “Coloragdo Branca da
Micrografia” tipica de imagens que carregam ao ser exposta ao feixe de elétrons do
Microscopio Eletrébnico de Varredura, caracteristico da presenca de depdsito de
material inorganico, sugerindo a deposig¢ao de carbonato de calcio sobre a amostra.

Por outro lado, as imagens C e D correspondentes ao Scaffold BG-1100
(R2), apresentam a estrutura lamelar observada nos Scaffolds sem correcéo de
composicao. Porém, as lamelas possuem pouco espaco entre elas e com paredes

espessas. Esta morfologia deve-se provavelmente pela presenga de CaO formado
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na calcinagao e pela quantidade diminuta de silica em relagdo aos Scaffolds obtidos
sem ajuste de composigéo. A silica presente em maior quantidade recobria melhor a
estrutura lamelar do Template, preservando melhor a estrutura lamelar obtida na

preparacao do Template e do Scaffold.
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CONCLUSOES

A estratégia adotada para realizagcdo do trabalho: obtengcdo das
microfibras de celulose, seguida da funcionalizagcdo com grupos fosfatos, fixacdo de
ions calcio, adsorgao de silica pela modificagdo do potencial zeta com o uso de um
surfactante catiénico, e a organizagéo por centrifugagao controlada e congelamento
seguido de liofilizagdo das dispersdes deste material, representa um novo caminho
para a formacao de estruturas porosas a partir de materiais celuldsicos e se mostrou
muito adequada para a construcado de Templates.

A calcinacdo dos Templates deu origem a Scaffolds com caracteristicas
vitreas e com morfologia lamelar adequada para invasao celular e permeagao dos
fluidos corpéreos, que representavam desafios deste trabalho.

Para sobrepujar o outro desafio deste trabalho, obter o biovidro 58S como
material constituinte dos Scaffolds, sera necessario ajustar as condigdes de sintese
que possam evitar a possivel perda dos componentes do 58S, assim como, prevenir
a possivel falta de homogeneidade das lamelas que formam os Scaffolds.

As corregdes de na rota de sintese para obter a composi¢cdo do biovidro
58S, realizadas na parte final do trabalho, se mostraram promissoras e resultaram

em valores mais proximos do esperado.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Investigar rotas de sintese que permite obter Scaffolds com composicao
do Biovidro 58S.
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