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RESUMO

H& véarios anos o desenvolvimento de novos biomateriais e técnicas
vém sendo amplamente incentivado, com o intuito de promover menor tempo
de recuperacdo dos pacientes. O objetivo desta pesquisa foi produzir
biocompdsitos multifuncionais 60%HABR-40%PVDF e 30%HAB-50%PVDF-
20%Fe3;0,4 para aplicagfes ortopédicas e analisar a influéncia da aplicagédo de
campos elétrico e magnético alternados em amostras imersas em fluido
corporeo simulado (SBF). Foram realizadas analises de Difracdo de Raios X,
Microscopia Eletronica de Varredura, Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier no modo Reflexdo Total Atenuada, Magnometria de
Amostra Vibrante, Caracterizacdo Ferroelétrica e de Bioatividade. Em suma, 0s
resultados obtidos indicaram que houve um crescimento acelerado de apatita, o
qual ocorreu devido a acdo do campo elétrico no compoésito 60%HAB-
40%PVDF que possui fase piezoelétrica, resposta ferroelétrica e bioatividade.
Da mesma forma, os resultados indicaram um crescimento 6sseo sintético
acelerado, que ocorreu devido a acdo do campo magnético no compdsito
30%HAB-50%PVDF-20%Fe30, que possui fase piezoelétrica, resposta
magnética e bioatividade. Diante do exposto é evidente que o método de
estimulacdo extrinseca utilizado neste trabalho bem como os biocompdsitos
produzidos, que podem ser ativados por campo elétrico e magnético, sao

inéditos.

Palavras-chave: Hidroxiapatita. PVDF. Magnetita. Biomaterial. Bioatividade.




ABSTRACT

For several years the development of new biomaterials and
techniques have been widely encouraged, with the aim of promoting shorter
patient recovery times. The objective of this research was to produce 60%HA-
40%PVDF and 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;O, multifunctional biocomposites
for orthopedic applications and to analyze the influence of the application of
alternating electric and magnetic fields on samples immersed in simulated body
fluid (SBF). X Ray Diffraction, Scanning Electron Microscopy, Fourier Transform
Infrared Spectroscopy in the attenuated Total Reflection mode, Vibrating
Sample Magnometry, Ferroelectric Characterization and Bioactivity performed.
In short, the results indicated that there was an accelerated growth of apatite,
which occurred due to the action of the electric field in the composite 60%HARB-
40%PVDF that has piezoelectric phase, ferroelectric response and bioactivity.
Likewise, the results indicated an accelerated synthetic bone growth, which
occurred due to the action of the magnetic field in the 30%HAB-50%PVDF-
20%Fe30,4 composite that has a piezoelectric phase, magnetic response and
bioactivity. In view of the above, it is evident that the extrinsic stimulation
method used in this work as well as the produced biocomposites, which can be

activated by electric and magnetic field, are unprecedented.

Keywords: Hydroxyapatite. PVDF. Magnetite. Biomaterial. Bioactivity.
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1. INTRODUCAO

Desde as civilizagbes antecedentes a era cristd, o ser humano busca
desenvolver diversas alternativas para a substituicdo ou reparo do tecido désseo. Ha
relatos na literatura que povos da antiguidade utilizavam préteses produzidas com
materiais rusticos [1]. Precisamente na segunda guerra mundial as préteses se tornaram
mais elaboradas, porém ainda possuiam funcionalidade bastante limitada [2]. A
limitacdo para os materiais utilizados em implantes ou enxertos 6sseos se tornou menor,
entretanto ainda ndo foi possivel obter proteses com caracteristicas fisicas, quimicas e
bioldgicas que satisfagam por completo as necessidades do corpo humano.

A necessidade de pesquisas para otimizar materiais para producdo de
préteses ortopédicas é uma questdo de saude publica. Foi divulgado no Portal Brasil um
balango feito pelo Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad
(INTO) [3], onde foram realizadas 1.908 cirurgias de janeiro a abril de 2014, enquanto
qgue no mesmo periodo de 2015 foram realizadas 3.289 cirurgias. Os dados revelaram
que houve um aumento de 72% no numero de procedimentos cirurgicos realizados no
instituto, considerado referéncia ortopédica do Sistema Unico de Saude (SUS). De
acordo com o coordenador assistencial do (INTO) e vice-diretor geral da instituicdo,
vinculado ao Ministério da Salde, apesar da expansdo no numero de cirurgias
ortopédicas ainda é possivel equalizar entre a demanda e a oferta de atendimentos no
instituto [3], porém ndo se sabe até quando. Em contrapartida, houve uma reducéo de
doacdo no banco de tecidos 6sseos do INTO, de janeiro até abril de 2014 foram
registradas seis doa¢des, enquanto que em 2015 no mesmo periodo foi registrada apenas
uma doacdo [4]. Segundo o ortopedista chefe do banco de tecidos, um doador pode
beneficiar até 30 pessoas, mas devido a resisténcia dos familiares em aceitar esse tipo de
doacdo e a falta de conhecimento sobre 0s beneficios que essa atitude pode trazer para a
qualidade de vida das pessoas doentes, 0 numero de enxertos reduziu

significativamente.

Outra questdo que incentiva as pesquisas em biomateriais, é o fato da
populagéo brasileira estar envelhecendo em ritmo acelerado. De acordo com a projegéo
divulgada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) [5], o contingente

de pessoas com idade superior a 65 anos deve aumentar progressivamente, sendo de




58,4 milhdes em 2060, representando 26,7% da populacdo brasileira. Este fato gera
maior preocupacdo com as doencas relacionadas a velhice, em que ocorre reducdo

progressiva da densidade 6ssea [6].

Perante essa conjuntura nacional, pesquisas visando o desenvolvimento de
biomateriais sdo de extrema importancia. Nesse caminho surgem os materiais bioativos,
que sdo caracterizados pela osseointegracdo. A osseointegracdo € a capacidade do
material ligar-se quimicamente ao 0sso por meio da formacdo de fosfato de calcio, ou
seja, ocorre aposicao 6ssea sem a formacdo de uma capsula colagenosa [7]. Os materiais
sintéticos sdo 0s mais promissores para atender as necessidades dessa area. Além disso,
na falta de um Unico biomaterial que possa suprir todas as exigéncias do tecido dsseo,
como: propriedades mecanicas, térmicas e microestruturais. A comunidade cientifica
tem como alternativa o desenvolvimento de biocompdsitos sintéticos [8], projetados
para serem utilizados na ampla érea biol6gica, sendo caracterizados pela combinagdo
das melhores caracteristicas dos materiais que os compdem [9].

Dois candidatos promissores para aplicacbes ortopédicas sdo 0s
biocompositos multifuncionais (HAB-PVDF-Fe30,) e (HAB-PVDF), produzidos com os
precursores: fosfato de calcio bifasico (HAP), poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF) e
magnetita (Fe304). O termo multifuncional se refere ao fato dos materiais possuirem
duas ou mais propriedades em um unico compoésito que podem ser usadas em uma Gnica
aplicacdo[10]. O composito ternario (HAB-PVDF-Fe30,) foi pensado para acoplar as
propriedades magnéticas, piezoelétricas e de bioatividade para catalisar o processo de
regeneracdo 0Ossea Sob excitacdo magnética externa. Enquanto que o biocomposito
binario (HAB-PVDF) foi combinado para agregar as propriedades piezoelétricas e de
bioatividade, para acelerar o processo de regeneracdo Ossea sob excitacdo elétrica

externa.

De fato, 0 HAB é composto pela fase de hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH),) e
pela fase B- fosfato tricalcio (B-Caz(PO,).), essa ceramica é caracterizada por ser
bioativa, apresentar maior semelhanca com a hidroxiapatita mineral encontrada em
0ss0s humanos do que a hidroxiapatita pura e também por ser mais reativa em meio
fisiolégico [11-13].

Por outro lado, 0 PVDF é um polimero biocompativel de formula (-H,C-

CF2-) n, com n sendo o numero de repeticdes do monémero. Possui quatro fases




cristalinas (a, B, v € d), dentre essas a fase B é a mais desejada, por apresentar
piezoeletricidade mais acentuada [14-16]. O efeito piezoelétrico é caracterizado pela
capacidade que o material possui de converter energia elétrica em energia mecanica e

vice-versa, efeito também é encontrado no tecido 6sseo.

Por fim, a (Fe3sO,4) é um oOxido de ferro caracterizado por ser ferrimagnético
a temperatura ambiente [17, 18]. Além disso, a magnetita possui baixa toxicidade no
corpo humano, podendo ser utilizada para diversos tratamentos como hipertermia,

carreadores de drogas, separacdo magnética entre outros, [19, 20].

A procura por satisfazer as expectativas ortopédicas e ortodonticas em
processos de enxerto, substituicdo e/ou regeneracao 6ssea, levou ao desenvolvimento de
materiais eficientes que possam acelerar o crescimento 6sseo de modo significativo.
Além disso, com esse proposito existem algumas pesquisas que utilizam diferentes
métodos experimentais para obter uma boa formacéo 6ssea, como a aplicacdo de: tensdo
elétrica, campo magnético, estimulos mecanicos. Grande parte das pesquisas
encontradas até 0 momento, utilizam de testes in vitro por meio de cultura de células ou
de testes in vivo com animais cobaias, para verificar se houve a neoformacéo 6ssea [21,
22].

Neste trabalho foram realizados testes in vitro, mais especificamente com o
fluido corporeo simulado (SBF). Foram realizados dois tipos de testes em grupos de
amostras diferentes: teste com aplicacdo de campo elétrico alternado e teste com

aplicacdo de campo magnético alternado.

O fluido corpéreo simulado utilizado foi desenvolvido por Kokubo e
colaboradores (2006) [23]. Trata-se de uma solu¢do com composicdo ibnica proxima a
do plasma sanguineo. Desse modo, torna-se possivel analisar o comportamento das
amostras sob estimulos externos, em um meio que simula parte das reac6es bioldgicas

que ocorrem no corpo humano.

Optou-se por essa metodologia, pois existe uma gama de possibilidades,
como por exemplo: variacdo de frequéncia, voltagem, tempo de aplicacdo de campo
elétrico ou magnético. Sendo assim, mais viavel que essas varidveis sejam testadas
primeiramente in vitro. Desse modo, objetiva-se primeiro encontrar uma configuracédo

experimental adequada de aplicacdo de campo elétrico ou magnético, que possa resultar




em um crescimento de apatita eficiente, para depois passar para a etapa com

experimento in vivo, que serd realizada em trabalhos futuros.

Neste trabalho foram analisadas as propriedades: estruturais, bioativas,
magnéticas e elétricas dos precursores PVDF, HAB, Fe3O4 e dos compositos 60%HA B-
40%PVDF e 30%HAB-50%PVDF-20%Fe3;O,4. Foram realizadas andlises de difracdo de
raios X (DRX), magnometria de amostra vibrante (VSM), caracterizacao ferroelétrica,
bioatividade, espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier no modo

reflexdo total atenuada (FTIR-ATR) e microscopia eletrénica de varredura (MEV).

O trabalho esta organizado em seis capitulos estruturados da seguinte
maneira: No capitulo 1 € realizada uma breve introducéo do trabalho, contexto historico,
motivacdo e os objetivos da pesquisa a serem alcancados. Capitulo 2 é apresentada a
fundamentacdo tedrica necessaria para a compreensdo dos principais topicos que serao
abordados. No capitulo 3 “Técnicas experimentais” ¢ apresentada uma abordagem sobre
a teoria por tras das técnicas experimentais utilizadas nesta pesquisa, de forma sucinta.
No capitulo 4 foram descritos os procedimentos realizados nas técnicas mencionadas
anteriormente, de modo qualitativo e quantitativo, com o intuito de abordar o maior
numero possivel de detalhes para a descricdo e, até mesmo, reproducdo dos mesmos. No
capitulo 5 sdo apresentados os resultados, expondo as andlises e discussdes orientadas
pela teoria envolvida na obtencédo e caracterizacdo das amostras. No capitulo 6 constam
as conclusdes finais relativas aos experimentos e as perspectivas com relacdo a
pesquisa. Em sequéncia, sdo apresentadas as referéncias utilizadas durante todo o
trabalho e por fim, consta um apéndice com informacdes sobre a patente e os artigos

produzidos no decorrer do doutorado.




1.1. Objetivos

O objetivo geral da pesquisa € analisar a influéncia da aplicacdo de campos
elétrico e magnético alternados em diferentes compdsitos multifuncionais & base de

PVDF e fosfato de calcio, imersos em SBF.
Obijetivos especificos sdo:

[1 Compactar e sinterizar amostras de PVDF, HAB e dos compdsitos
60%HAB-40%PVDF e 30%HApB-50%PVDF-20%Fe304;

1 Analisar as amostras precursoras e 0s compositos, por meio das técnicas
de DRX, FTIR-ATR e MEV quanto a possivel nucleacdo de apatita;

1 Investigar a resposta magnética das amostras 30%HAPB-50%PVDF-
20%Fe30,4 antes da imersdo em SBF e da magnetita por meio da técnica
de VSM;

1 Analisar a resposta ferroelétrica obtida por circuito Sawyer—Tower nas
amostras de PVDF, HAB e do compésito 60%HA p-40%PVDF;

1 Montar o aparato experimental para aplicacdo de campo elétrico
alternado (C.E. = 0,308 V/mm) nas amostras de PVDF, HAB e dos
compositos 60%HAB-40%PVDF imersas em SBF;

1 Montar o aparato experimental para aplicacdo de campo magnético
alternado (C.M. = 6 Oe) nas amostras de PVDF, HAPB e dos compositos
30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,4 imersas em SBF;

1 Realizar teste de bioatividade in vitro nas amostras de PVDF, HAP e
compdsitos, pertencentes ao (grupo controle) sem influéncia externa e ao
(grupo teste) com influéncia externa (com aplicagdo de campo elétrico ou
campo magnético);

7 Averiguar se os protocolos de estimulo externo influenciaram no
comportamento das amostras, quando comparadas com 0 respectivo

grupo controle.




2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Biomateriais

O termo biomaterial foi definido inicialmente pela conferéncia European
Society for Biomaterials realizada em Chester-Inglaterra em marco de 1986 [24]. Desde
entdo, esse conceito foi redefinido para se adequar ao carater interdisciplinar que
envolve varias areas do conhecimento e também para incluir novas substancias. De
acordo com Williams (2009) [25], os biomateriais sdo caracterizados como qualquer
substancia desenvolvida para ter uma forma que, de modo isolado ou como parte de um
sistema complexo, € usada para direcionar, pelo controle de interacbes como
componentes do sistema vivo, o andamento de qualquer procedimento terapéutico ou de

diagndstico na medicina humana ou veterinaria.

Os biomateriais podem ser de origem natural ou sintética e sdo classificados

de acordo com 0s quatro grupos abaixo:

v Autdgenos ou autélogos: sdo definidos quando o biomaterial implantado
é de origem do proprio receptor. Os enxertos autdgenos podem ser
obtidos de diferentes regides do corpo como: crista do 0sso iliaco, calota
craniana, tibia, costelas e mandibula;

v Homologos, homdgenos ou alégenos: sdo biomateriais definidos quando
0 receptor e o doador sdo da mesma espécie, Sd0 0S casos de 0SS0S
liofilizados;

v" Heterdgenos, heter6logos ou xendgenos: ocorrem quando receptor e
doador sdo de espécies diferentes como, por exemplo, 0 uso do 0sso
bovino liofilizado empregado para enxerto em humanos na area da
odontologia;

v" Aloplésticos: sdo biomateriais modificados em laboratorio, independente

da origem ou do receptor como, por exemplo, o titanio.

Com relacdo a composicdo quimica, os biomateriais aloplasticos séo

divididos em: metalicos, ceramicos, poliméricos e compositos.

» Os biomateriais metalicos sdo utilizados para implante de tecido dsseo,
devido a capacidade de a protese suportar cargas elevadas. Algumas das

desvantagens de produzirem proteses metalicas estdo relacionadas ao




efeito “tensdo blindagem”, que pode vir a ocorrer em consequéncia da
diferenca entre 0 modulo elastico do tecido 6sseo e o da protese. Outro
problema é o fato dos metais ndo apresentarem boa biocompatibilidade,
como resposta a corrosao e a liberagdo de ions metalicos no organismo
[26];

» Os biomateriais ceramicos sdo muito utilizados na area médica por serem
bioinertes, bioativos e/ou reabsorviveis. Essas caracteristicas possibilitam
uma série de aplicagbes que abrangem: reparo e preenchimento de
cavidades Osseas, recobrimento de implantes metalicos, liberacdo
controlada de farmacos entre outros [27]. Entretanto as limitacdes das
ceramicas estdo relacionadas a fragilidade: baixa resisténcia a tracdo
(alongamento do corpo na linha de acdo da carga) e baixa tenacidade
(quantidade de carga que o material pode receber até ocasionar ruptura);

» Os biomateriais poliméricos sdo frequentemente utilizados na engenharia
de tecidos, por serem biodegradaveis, de facil fabricacdo e densidade
relativamente baixa. A desvantagem é que alguns tipos de polimeros
quando degradados no organismo podem causar efeitos deletérios, outro
fator é que dependendo da regido destinada o baixo valor do modulo
elastico pode ser um agravante [28];

» Os biomateriais compositos sdo caracterizados pela juncdo de dois ou
mais materiais, com o intuito de obter um Unico compdsito com
propriedades superiores quando comparado aos componentes integrantes
[2], [29]. H& vérios estudos como de Bonfield e colaboradores (1981)
[30], Fernandes (2009) [31], Rego (2012) [32] que consideram
compositos constituidos de ceramica e polimero promissores na area de
engenharia de tecidos. Isso ocorre de modo geral, devido as propriedades
de biocompatibilidade, bioatividade das ceramicas e propriedades

mecanicas dos polimeros.

Apos a insercdo dos biomateriais em meio biologico é possivel classifica-los
de acordo com a interacdo entre a protese e o tecido adjacente em: bioinerte,

reabsorvivel ou bioativo.

++ Os materiais bioinertes ou quase inertes sao caracterizados por possuirem

boa estabilidade, podendo ocorrer a formacdo de um tecido fibroso




adjacente a protese [33]. Quanto mais espessa for a camada de tecido
formada, maior seré a possibilidade de ocorrer rejeicdo da protese;

% Os materiais biodegradaveis ou reabsorviveis sdo definidos pela
degradacdo da prétese no organismo concomitante com a formacdo do
tecido 6sseo, devendo respeitar a atividade metabolica das células [34];

 Nos materiais bioativos ou biomateriais de superficie ativa ocorre uma
ligacdo quimica estavel entre a protese e o organismo [34], caracterizada

pela osseointegracdo na interface biomaterial-tecido receptor.

A capacidade de regeneracdo do 0sso, ap0s o enxerto do biomaterial ocorre
devido & quatro mecanismos bioldgicos de formacdo do tecido 0sseo: osteogénese,

osteoinducdo, osteoconducao e osseointegracao.

= Osteoinducdo é um processo de formacédo do tecido 6sseo que ocorre por
meio da acdo de um ou mais agentes indutores, atuando na diferenciacao
local de células mesenquimais indiferenciadas em osteoblastos, como as
proteinas dsseas morfogenéticas [35], dando inicio a osteogéneses [36];

= Osteogéneses é a capacidade que o biomaterial para enxerto possui em
formar e desenvolver o tecido 6sseo, sem depender de células do sitio
receptor [37]. O processo apenas ocorre devido o biomaterial possuir
células vivas em diferentes estagios;

= Osteoconducdo € caracterizada pelo crescimento de tecidos
perivasculares, vasos sanguineos e células precursoras dos osteoblastos
no biomaterial [36]. O material de enxerto torna-se estrutura para a
formacdo do novo 0sso, proveniente de imediacdes e gradualmente é
reabsorvido pelo organismo;

= Osseointegracdo tem por base a osteoinducdo e a osteoconducdo, é um
processo caracterizado pela fixacdo rigida do biomaterial no tecido 6sseo
depois de finalizado o intervalo para cicatrizar a cirurgia [7, 38]. Apos a
cicatrizacdo, o0 enxerto sera capaz de suportar condicdes normais de

cargas, sem haver deslocamento entre protese e tecido adjacente.

A ciéncia dos biomateriais € uma area interdisciplinar, pois apresenta
diferentes maneiras de classificar as proteses. Entretanto, para um material ser

considerado biomaterial, dentre varios testes a serem realizados, destaca-se a analise de




biocompatibilidade. O material tera que apresentar uma resposta adequada as funcoes
que desempenhara, deverd ser biocompativel [7], ou seja, necessita desenvolver
respostas teciduais adequadas ao receptor e ndo deve provocar reacdes desfavoraveis no

sistema bioldgico.

2.2. Fosfato de calcio bifasico

O fosfato de célcio bifasico (HAB) é uma ceramica composta por duas fases
cristalinas, a fase hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH),) e a fase B-fosfato tricélcico
(Caz(PO,)2). O HAP possui propriedades diferentes da hidroxiapatita monolitica [39],
visto que 0 mesmo é mais reativo em meio fisiolgico e possui maior semelhanca com

hidroxiapatita mineral, encontrada em 0ssos humanos.

Com base em pesquisas realizadas até o presente momento, € possivel obter
fosfato de calcio bifasico por duas maneiras. Por meio natural, obtido diretamente do
0ss0 do peixe que passa por um processo de lavagem, calcinacdo, moagem [33, 40]. Ou
por meio de diferentes procedimentos realizados em laboratério, em que a proporcao
dos precursores utilizados e a temperatura de sinterizacdo influenciam na formagéo

bifasica da ceramica [41].

A relevancia dos estudos relacionados com o fosfato de calcio bifasico se
deve a ampla gama de aplicacbes na area médica. Isso ocorre devido o HAP ser
osteocondutor e biocompativel. Essa bioceramica é empregada na engenharia de tecidos
duros para o recobrimento de préteses metalicas, a reconstituicdo e preenchimento do
tecido 0sseo podendo ser utilizada também em cirurgias regenerativas. O maior desafio
é combinar os requisitos biomecanicos, pois o fosfato de calcio possui baixa resisténcia

a tracdo.

De modo geral, as cerdmicas biféasicas sdo definidas pela formacdo de um

unico material, resultado da combinacao de duas fases fisicas cristalinas diferentes [39].

A fase hidroxiapatita pertence ao grupo espacial de simetria P63/m (176),
com célula unitaria hexagonal e parametros de rede a = b = 0,9432 nm e ¢ = 0,6881 nm.
Na Figura 2.2.1 ¢é possivel observar a estrutura cristalina da hidroxiapatita, em que 0s

ions de célcio estdo dispostos em duas posi¢oes cristalograficas diferentes [42]. Sendo o




sitio A ou Cal representado pelas (esferas azuis), este sitio é caracterizado por quatro
ions célcio que ao direcionar a estrutura exatamente ao longo do eixo c € possivel
visualizar a formacdo da coluna dos Cal. Ao observar as (esferas verdes) que
representam o sitio B ou Ca2, nota-se que 0s seis ions estdo dispostos de modo a formar
um hexagono e que visto de modo detalhado constituem dois triangulos equilateros
defasados 60° no plano perpendicular ao eixo cristalografico c. As (esferas amarelas)
representam o elemento fosforo, que ligadas as (esferas de cor marrom) formam os seis
grupos ortofosfato (PO,4). Ainda na Figura, as (esferas com cor metade marrom e
metade branca) representam os grupos hidroxilas em que a cor marrom ¢é referente ao

elemento oxigénio e cor branca indica o elemento hidrogénio.

C C
oSitizB siioa JoH @O Qv

Figura 2.2.1: Célula unitaria da estrutura cristalina da hidroxiapatita, construida no programa
VESTA [43] com base na referéncia [44].




Ainda com relacdo a estrutura cristalina da hidroxiapatita (HAp), essa
bioceramica é caracterizada por sua capacidade “hospedeira”, permitindo a substitui¢do
de diferentes ions. As possiveis substituicdes que podem ocorrer com as hidroxilas, os
grupos ortofosfato e os fons de Ca®* podem influenciar de modo significativo nas
propriedades fisicas, quimicas e até morfologicas das amostras. Na tabela 2.2.1 ¢
destacado a relacdo das substituicbes que podem ser realizadas pelos ions contidos na

HAp e também as possiveis consequéncias dessas modificacdes.

) _ lons para - _ :
lons contidos na - VariacOes nas propriedades da HAp, apés
possiveis

estrutura da HAp - substituicao por:
substituicoes

| * F aumenta a estabilidade quimica do compésito; |
* CI altera os parametros de rede sem alterar a
F", COs%, CI | cristalinidade;

* CO3> faz com que a taxa de dissolucdo aumente

em meio bioldgico;

*Mg~* é possivel alterar tanto os parametros de

K", sr, o
Na* Mo? rede quanto diminuir a cristalinidade;
a’, Mg
* K", Sr*, e Na* ndo altera os pardmetros de rede;
*CO;”~ altera os pardmetros de rede, a
CO5%, cristalinidade e aumenta a taxa de dissolugcdo em
HPO,* meio biolégico;

* HPO,> aumenta o parametro de rede a e b.

Tabela 2.2.1: Diferentes substitui¢des de ions realizadas na estrutura da hidroxiapatita e possiveis
consequéncias dessas modificacGes [33, 45, 46].

A fase B-fosfato tricélcico (B -TCP) pertence ao grupo espacial R3c (161),
com célula unitaria romboédrica e parametros de rede a =b = 1,0439 nm e ¢ = 3,7375
nm [47]. Na Figura 2.2.2 observa-se a estrutura cristalina do p -TCP, em que o0s ions de
calcio estdo dispostos em cinco sitios com posi¢des ndo equivalentes. Sendo os sitios A,
B e C respectivamente Cal, Ca2 e Ca3 representado pelas (esferas verdes), esses trés
sitios ndo apresentam nenhum elemento de simetria. O sitio D, Ca4 (esfera azul/branca)

e o sitio E Cab, (esferas azuis) formam uma simetria octaédrica com a distancia entre o




calcio e oxigénio menor que no sitio D. Ambos os sitios Ca4 e Ca5 sdo caracterizados
por ocorrer substitui¢des idnicas com relagdo aos demais calcios. As (esferas amarelas e

marrons) representam os 4tomos de fosforo e oxigénio.
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Figura 2.2.2: Célula unitaria da estrutura cristalina do fosfato tricilcico fase P, construida no
programa VESTA [43] com base na referéncia [47].

Assim como na hidroxiapatita, no B-TCP também podem ocorrer
substituicdes idnicas, porém essas trocas sdo somente nos sitios Ca4 e Cab. Quando a

troca de Ca®* por Mg* for maior que 15%, isso acarretard em uma reducdo nos




parametros de rede, uma vez que a substituicdo ocorre por um cation menor [48]. A
alteracdo de Ca** por Mg®* no sitio Ca5 resulta em um aumento na estabilidade da rede

e como consequéncia em uma menor solubilidade do fosfato tricélcico fase .

2.3. Magnetita

A magnetita é um oOxido de ferro com formula (Fe3O4) em que os elementos
ferro, encontram-se em diferentes estados de oxidagdo, sendo um fon de Fe?* e dois fons
de Fe**. A magnetita destaca-se pelo fato de ser ferrimagnética a temperatura ambiente,
possuir baixa toxicidade no corpo humano e poder ser produzida por meio de diferentes
rotas de sinteses, como: decomposi¢do térmica, coprecipitacdo, processo sol-gel,

microemulsdes [19, 20].

Dentre os processos utilizados para producdo de magnetita com tamanho
uniforme, a sintese por decomposi¢do térmica pelo método polimérico é uma das mais
citadas [49-51]. Nessa sintese o precursor Fe(NO3); € adicionado na propor¢do correta
em uma solugdo aquosa de polivinil alcool (PVA). Entdo a mistura é mantida sob
agitacdo magnética durante 24 horas a 70 °C e, posteriormente, € despejada em uma
placa de poliestireno e colocada para secar a temperatura ambiente. Apds isso, 0
material é posto na estufa, em seguida é macerado para entdo ser sintetizado no forno a
500 °C. Por fim, a magnetita é lavada com uma solugcdo de 1 M de HNOs, dgua e ao
final do processo sdo secas em estufa.

A variagdo no método de producdo de magnetita estd diretamente
relacionada com a quantidade, o tamanho e a funcdo que deseja-se obter. As
nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro possuem ampla gama de aplicacdo, dentre
estas destaca-se aqui seu uso na area de aplicacbes bioldgicas, no intuito de
diagnosticar, prevenir ou tratar doencas. Essas aplicacbes podem ser para imagens por

ressonancia magnética, hipertermia, carreadores de drogas, separa¢do magnética [52].

A magnetita pertence ao grupo espacial de simetria Fd3m (227), com
estrutura cristalina do tipo espinélio inverso, com célula unitaria cibica de face centrada
e parametro de rede a = b = ¢ = 0,839 nm [17, 53]. Na Figura 2.3.1 observa-se a
estrutura cristalina da magnetita, composta por dois tipos de sitios: os tetraédricos e 0s

octaédricos. Os sitios tetraédricos sdo compostos por ions de oxigénio (esferas de cor




marrom) e fons de Fe** (esferas de cor verde). Enquanto que os sitios octaédricos s&o
compostos por fons Fe** e Fe?* em proporcdo igual (esfera cor azul) e também a
presenca de ions de oxigénio.

Sitio tetraédrico Sitio octaédrico

00 © Fre+ © Fe?*/Fe¥t

Figura 2.3.1: Célula unitaria da estrutura cristalina da magnetita e os respectivos sitios de
coordenacdo tetraédrico e octaédrico, construidos no programa VESTA [43] com base na
referéncia [53].

2.4.  Poli(fluoreto de vinilideno)

O poli(fluoreto de vinilideno) (PVDF) é um termoplastico semicristalino
com férmula (-H,C-CF,-),, em que n é o nimero de repeticbes do monémero. Esse
polimero é caracterizado por ser flexivel, possuir boa resisténcia mecéanica quando




comparado a outros polimeros, estabilidade quimica e apresentar piro, piezo e
ferroeletricidade na fase B [54]. Na area biomédica o PVDF tem sido utilizado como
material de sutura em cirurgia cardiovascular [14], também h& vérios estudos para 0 uso
desse polimero como: implante na promocdo de tecido 0sseo devido ao efeito
piezoelétrico [14], sensores cardiopulmonares ndo invasivos [55], construcdo de malhas
cirargicas para reparo de hérnias abdominais [56], regeneracdo nervosa [57] entre
outros.

O PVDF cristaliza na forma de esferulitos, que sdo estruturas esféricas
constituidas por parte amorfa que entrepbe-se as lamelas (parte cristalina) [58], estas
crescem paralelas ao eixo do nicleo na direcdo radial a partir do centro, como mostrado

na Figura 2.4.1.

Estrutura lamelar

R = . -
\mmumlmlmmu!‘”

Reaido amorfa

N
N 2
N

Figura 2.4.1: Cristalizacdo na forma de esferulito com destaque para a estrutura lamelar e a regido
amorfa, adaptada da referéncia [54].

Com relacdo a estrutura cristalina, o PVDF pode ser classificado em quatro
fases cristalograficas diferentes, sendo: fase B, fase a, fase y e fase 6 ou nomeada
respectivamente como forma 1, forma Il, forma Il e forma IV. A fase obtida no

polimero depende diretamente do modo de producdo da amostra com relacéo a fatores




como: temperatura, tempo de sinterizacdo, pressdo, tipo de solvente, taxa de

aquecimento e campo elétrico [59].

A fase B é a de maior interesse quando comparada as demais fases por
apresentar piezeletricidade e piroeletricidade mais intensa, visto o ordenamento dos
dipolos. Nesta fase a amostra é produzida por meio de diferentes métodos como:
cristalizacdo por uso de solventes (dimetilformamida (DMF), dimetilacetamida (DMA)
ou n-metilpirrolidona) a temperatura inferior a 70 °C, por estiramento mecanico a partir
do polimero na fase a, por aplicacdo de campo elétrico [60], [61]. Na Figura 2.3.2 (a) e
(g) observa-se que a conformacédo planar da fase p é toda trans (T) zigue-zague com
uma deflexdo de 7° entre as ligacOes de carbono (esferas cor ciano) e o flGor (esferas cor
vermelha), com os dipolos indicando no mesmo sentido representado pelas setas. Nota-
se na conformacdo da cadeia atdbmica, que os atomos de fllor estdo de um lado e os
atomos de hidrogénio (esferas azuis) estdo do outro lado. Nesta fase a simetria é
ortorrdmbica com grupo espacial Cm2m e parametros de rede a =8,58A; b = 4,91A e c
=2,56 A.

A fase o é a mais comum de ser produzida, essa fase é obtida por meio da
cristalizacdo do PVDF apos ter atingido o ponto de fusdo, ou pela adi¢do de solventes a
temperatura superior a 120 °C. Nessa fase a conformacdo da cadeia é helicoidal em uma
sequéncia alternada de trans (T) e gauche (G) na seguinte ordem TGTG. Os
componentes dipolares da cadeia estdo dispostos de forma antiparalela, com simetria
monoclinica e grupo espacial P21/c ou ortorrbmbica P2cm [62, 63], ambas com o0s
pardmetros de rede a = 4,96 A; b =9,64 A e ¢ =4,62 A. Na Figura 2.3.2 em (b) e (e)

observa-se a estrutura molecular da fase a.

A terceira forma cristalina ou fase y possui ferroeletricidade e a amostra é
obtida a partir da fase o com a cristalizagdo do PVDF ap0s ter sido fundido sob alta
pressdo. Nesta fase, as cadeias poliméricas estdo organizadas em um arranjo T3GT3G,
em que a cada 3 conformacgdes trans existe uma gauche, conforme representada na
Figura 2.3.2 (c) e (f). A estrutura molecular estd orientada de modo intermediario a
configuragdo helicoidal da fase o e ziguezague da fase . Na forma Il a simetria é
monoclinica, com grupo espacial Cc e pardmetros de rede a =4,96 A; b =958 Aec =
9,23 A com P aproximado de 97° [64].




A fase & ¢ obtida apds submeter o polimero ainda na fase o a um intenso
campo elétrico, como consequéncia ocorre a inversdo dos momentos de dipolo é uma
fase polar, ferroelétrica. Nesta fase, a estrutura da célula unitéria apesenta simetria
ortorrdmbica com parametros de rede a = 4,96 A; b = 9,64 A e ¢ = 4,62 A pertencente
ao grupo P21cn [65]. Na Figura 2.4.2 em (d) e (e) observa-se a estrutura molecular da
fase o.
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Figura 2.4.2: Estrutura molecular do PVDF na fase g (a), a (b), y (c) e & (d) visto ao longo do eixo
“c”. Esquema da conformacio da cadeia em (e) a e &, (f) y e (g) B. As setas verdes indicam a
orientacdo dos dipolos. As esferas cor ciano representam (Carbono), azuis o elemento (Hidrogénio)
e vermelhas (Fldor), adaptada da referéncia [66].

A piezoeletricidade que o PVDF apresenta, ocorre devido aos dipolos

elétricos permanentes, que sdo formados pela diferenca de eletronegatividade entre os




atomos de fluor (negativos) e os atomos de hidrogénio (positivos) em relacdo aos

atomos de carbono.

2.5.  Quantificacdo da fase S em amostras de poli(fluoreto de

vinilideno)

O método para calcular a quantidade de fase em amostras de PVDF por
meio da técnica de FTIR, foi utilizado pela primeira vez por Osaki e Ishida (1975) [67]
para quantificar a fase y, tendo por base as bandas em 510 cm™ (fase v) e 530 cm™ (fase
o). A partir de entdo, Gregorio e Cestari (1994) [68] utilizando as bandas 766 cm™ (fase
o) e 840 cm™ (fase B) e Salimi e Yousef (2003) com as bandas 530 cm™ (fase ) ¢ 840
cm™® (fase B), utilizaram métodos analogos para quantificar a fase P presente em
amostras de PVDF. Ambos os autores consideraram que a absor¢do de infravermelho

obedece a lei de Lambert Berr.

De acordo com Stuart (2004) [69], a absorbancia de um material pode ser
calculada pela a diferenga entre os logaritmos da intensidade de radiagdo incidente I
pela intensidade da radiacdo transmitida I;. Desse modo, a lei de Lambert Berr pode ser
escrita de acordo com a equagéo (2.5.1)

0
I
I;

Ai = lOg = Ki Ci Xi L (251)

em que 4; é a absorbancia do material, L é a espessura da amostra, K; € o coeficiente de
absorcdo em um dado numero de onda, C; é a concentracdo molar de cada fase, X; é a

cristalinidade e o indice i é referente as fases o ¢ p do PVDF.
A fragdo relativa de fase B (Fpv;) em uma amostra contendo as fases a e 8
pode ser calculada com base na equacéo (2.5.2) [68, 70]

_ _Xs
Fpoy = X% (2.5.2)




Assim substituindo a equacgdo (2.5.1) na equacdo (2.5.2) e utilizando as
bandas 766 cm™ (fase o) e 840 cm™ (fase B) Gregorio e Cestari (1994) [68], chegaram
na relacdo (2.5.3)

_ 4

De modo semelhante ao substituir a equacdo (2.5.1) na equacdo (2.5.2)
Salimi e Yousef (2003) com as bandas 530 cm™ (fase o) e 840 cm™ (fase B)

estabeleceram a relagéo (2.5.4)

Ag

Fsow) = 126254, (2.5.4)

Para calcular a fracdo relativa de fase B (Fpey) nNas equagdes (2.5.3) ou
(2.5.4) é preciso primeiramente determinar a linha de base do espectro [69], para em
seguida utilizar o valor das absorbancias referentes as bandas supracitadas. A
quantificagdo da fase B (Fgpe,) em amostras de PVDF é um método que pode ser
utilizado quando as fases y e 6 forem praticamente despreziveis [71].

2.6. Piezoeletricidade

A propriedade que certos materiais cristalinos possuem de converter energia
mecénica em energia elétrica e vice-versa é denominada de piezoeletricidade. Esse
resultado ocorre quando o material sofre uma deformacdo mecanica (tracdo ou
compressdo), e em resposta ocorre o acumulo de cargas elétricas em sua superficie [72].
Essas cargas acumuladas nas extremidades dos materiais piezoelétricos séo
proporcionais a forca aplicada. Quando o processo € invertido, ou seja, quando aplica-se
campo elétrico no material e em resposta ocorre uma deformagdo mecénica denomina-

se de efeito piezoelétrico inverso, como representado na Figura 2.6.1




Efeito piezelétrico >

S Efeito inverso piezelétrico

Figura 2.6.1: Representacgéo esquematica da converséo de energia do efeito piezoelétrico.

Apo6s compreender a definicdo de efeito piezoelétrico direto é possivel obter

0 vetor deslocamento elétrico (D) com base na equacéo (2.6.1)
n = dmiTi + ST'I;lnEm (261)

Em que d é o coeficiente piezoelétrico, T é a tensdo mecanica, E € 0 campo
elétrico, ¢ é a permissividade dielétrica, i =1,2,..,6; e m,n= 1, 2, 3. J& o efeito
piezoelétrico inverso pode ser descrito pela seguinte equacgéo (2.6.2):

S; = SET; + dyiE (2.6.2)

Sendo S a deformacdo, s o coeficiente elastico e j = 1,2,...,6. Na Figura
2.6.2 é representado o efeito piezoelétrico na estrutura do quartzo (SiO,), esse exemplo
foi abordado por Freitas (2011) [10], em que descreve a piezeletricidade em trés etapas:
primeiramente a estrutura encontra-se eletricamente neutra, em seguida ocorre a
aplicacdo de tensdo mecanica fazendo com que os atomos se desloquem, havendo assim
um rearranjo de cargas que polarizam a estrutura e geram uma diferenca de potencial

(ddp) no cristal em questé&o.

Figura 2.6.2: llustragdo do efeito piezoelétrico na estrutura do quartzo, adaptada da referéncia
[10].




2.7.Nucleacdo da camada de apatita em teste in vitro por fluido

corporeo simulado

O objetivo de evitar transtornos relacionados a procedimentos experimentais
e éticos caracteristicos de testes in vivo, os testes in vitro ganharam destaque no decorrer
dos ultimos anos. Ao utilizar testes in vitro, torna-se possivel simular reac6es biol6gicas
que ocorrem no corpo humano com métodos menos dispendiosos para analisar o

comportamento de amostras.

O teste de bioatividade convencional in vitro desenvolvido por Kokubo e
colaboradores (2006) [23], € uma solucdo acelular, sem a presenca de proteinas e com

composicao idnica proxima ao do plasma sanguineo como mostrado na tabela 2.7.1.

Concentra(;éo ibnica (mM)

K*[ca® | Mg | CI' |HCOs | HPO” | SO/~

‘ 1420150 25 | 15 |1478] 4.2 1,0 0,5

Plasmahumano 50| 2,5 15 |103,0| 27,0 1,0 0,5

Tabela 2.7.1: Comparacéo entre a concentragdo idnica do SBF e do plasma sanguineo humano [73].

O teste de bioatividade in vitro possibilita a formacdo de apatita na
superficie da amostra, caso ela seja bioativa. Entender 0 mecanismo de nucleagdo de
apatita em diferentes materiais imersos em SBF é algo de grande interesse. Kokubo e
colaboradores (2003) [73] explicam a formacdo da apatita por meio da amostra de
titanato de sddio amorfo. Quando a amostra de titanato de sddio amorfo fica imersa em
SBF, ocorre troca idnica entre fons da superficie da amostra, liberacdo de Ca**, Na?* ou
K" com o fon H3;O" do SBF, formando os grupos Ti-OH com cargas negativas na
superficie do material. Os grupos formados (cargas negativas), interagem com 0s ions
de Ca®* dispersos na solucdo do SBF, formando compésitos de calcio amorfo (titanato
de célcio) de superficie com carga positiva. A superficie com carga positiva ird entdo
atrair os fons (PO4%) de carga negativa presentes na solugdo, formando fosfatos de
calcio amorfo que em seguida irdo se cristalizar e dar origem a apatitas semelhantes as

existentes no tecido 6sseo.




2.8.Tecido 0sseo

O tecido 6sseo desempenha importante papel na fisiologia dos vertebrados,
ele é responsavel por algumas fungdes como: sustentar o corpo (proporcionando apoio
aos mausculos), proteger 6rgdos vitais (como 0s contidos na caixa craniana € na caixa
torécica), servir como reserva de ions (célcio, fosfatos, magnésio, sodio, potassio e
carbonatos), além de ser responsdvel por controlar a liberacdo desses ions no
metabolismo [74]. Macroscopicamente o tecido ¢sseo pode ser divido em dois grupos,
0ss0s corticais (sd0 mais densos, compactos) e 0ssos trabeculares (Sd0 porosos,

esponjosos), sendo que cada grupo apresenta propriedades mecanicas diferentes.

Embora se tenha a ideia equivocada de que o tecido 0sseo € inerte, 0 mesmo
prevalece em constante remodelacdo 6ssea, isso ocorre devido as suas estruturas serem
altamente dindmicas. Esse processo de regeneracdo € resultado basicamente dos

osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos.

Os osteoblastos sdo células responsaveis por produzir 0 novo 0sso dando
inicio a mineralizacdo. Nesse processo ocorre basicamente, a precipitacdo dos cristais

de hidroxiapatita em associa¢do com as fibras de colageno [35, 37].

Os ostedcitos sdo células advindas dos osteoblastos que ficaram circundados
na matriz dssea mineralizada. Na matriz cada ostedcito ocupa uma lacuna e o contato
entre as lacunas ocorrem por meio de uma rede de canaliculos, assim 0s ostedcitos

funcionam como mecanossensores [75].

Os osteoclastos sdo células capazes de migrarem sobre a superficie 0ssea,
sendo responsaveis pela reabsor¢do da matriz 6ssea. No final do processo ocorre a
liberacdo para a corrente sanguinea, dos produtos da degradacdo do tecido 6sseo, como
por exemplo, amino&cidos e ions [76].

Assim ao considerar um 0sso vergado, os elétrons que se encontravam em
uma regido inicial migram para a regido de compresséo, surgindo um potencial negativo
nessa area. No entanto, na regido que sofreu tracdo, ocorre auséncia de elétrons, ficando
o local com potencial positivo. As cargas negativas tém a propriedade de ativar os
osteoblastos e ostedcitos (que produzem colageno), enquanto que as cargas positivas

ativam o0s osteoclastos [55]. Assim, com a propriedade piezelétrica do tecido dsseo,




quanto mais estimulos o tecido receber melhor serd o desempenho da remodelagéo

0ssea.

2.9.Estimulacéo extrinseca para o reparo 0sseo

O uso de estimulos extrinsecos para o reparo 6sseo foi destacado a partir do
ano de 1957, quando Fukada e Yasuda divulgaram em sua pesquisa [77] o efeito
piezoelétrico do tecido 0sseo. Desde entdo, os estimulos produzidos extrinsecamente
sdo utilizados com o intuito de substituir ou melhorar fun¢Ges no corpo humano, que
foram prejudicadas devido a ocorréncia de lesdes ou doengas. Assim, com o objetivo de
impedir que ocorra a transmissdo de informacdo indesejada, como estimulo da dor, ou

para facilitar a promocao acelerada da cura, como na estimulacdo do crescimento ¢sseo.

Apesar da capacidade regenerativa do 0sso, grandes defeitos dsseos e
algumas doencas sdo dificeis de cicatrizar, e torna-se um desafio aos pesquisadores. O
desafio encontra-se na complexidade fisiolégica do tecido dsseo, em que a cura depende
de varios fatores biologicos. Apesar de haver aproximadamente seis décadas de estudos
sobre estimulos extrinsecos, ainda ha necessidade de definir a melhor técnica de

estimulo.

Dentre as pesquisas realizadas nos ultimos anos, a tabela 2.9.1 nos permite
uma breve visdo da ampla gama de estimulos extrinsecos que foram utilizados para a
cura 0Ossea, como: campo elétrico, campo magnético estatico, campo magnético
oscilante, campo eletromagnético, radiacdo a laser, ultrassom, radia¢do ultra violeta

(UV), micro-ondas.

Com relacdo ao meio de promocao deve-se ressaltar que este refere-se ao
meio onde o estimulo foi aplicado, podendo ser de modo geral definidos em
experimentos in vitro, como (cultura de células, imersdo em SBF) ou experimento in

vivo que referem-se a aplicacdo em animais ou até mesmo seres humanos.




Modo de estimulo Meio de promogdo

Fémur de ratos 24 dias | 2001/[78]
o Cultura de células do .

Campo elétrico ‘ metacarpo bovino 21 dias 2001/[79]
Campo eletromagnético ‘ Cu"ur?\/(ljgg.?.g{léi 033885 1 24 horas 2001/180]
I O TEMEEATE Tibias caninas 9semanas | 2002/[81]

pulsado
Campo elétrico pulsado | Tibias de ratos 27 dias 2007/[82]
Ultrassom ‘ Mandibulas de cées sengnas 2009/[83]
L Cultura de células-tronco .
Campo elétrico ‘ mesenquimais 21 dias 2011/[84]
FElEEED IaS(_er s bl ‘ Tibias de ratos 45 dias 2012/[85]
energia
Campo elétrico | Implante coclear - 2015/[86]
Cultura de células
o o Com nanoparticulas .
Campo magnetico estatico magnéticas e Acido 7 dias 2015/[87]
Polilatico (PLLA)
| e HAimersaem SBF 6 horas | 2015/[88]
S Titanio anodizado .
Radiacdo. U. V. ‘ imerso em SBE 7 dias 2016/[89]
Radiagaoid Iasgr deibalxa ‘ Osso parietal de ratos 60 dias 2017/[90]
energia
Campo eletromagnético Cultura de celulas
P ulsado g Com nanofibra de 21 dias 2017/191]
P Poli(caprolactona) (PCL)
Cultura de células 7 dias
el e eser sz | Implante em coelho com 90 dias 2018/[92]
HAFe
Celelenpneaiiseosel e | Enxerto de HA bifésica
Campo magnético estatico em coelho 9 semanas | 2018/[93]
Campo elétrico pulsado | Cultura de células MG63 - 2018/[94]
| O -lJel i iileel s e | Cultura de células MG63 | 42dias | 2018/[95]
Ultrassom | Tibias de ratos 2 semanas | 2018/[96]
| 000 i el | Osso parietal de coelho | 60 dias | 2018/[97]
Cultura de células
o o Defeito Gsseo em 14 dias
Campo magnetico estatico mandibula de rato 8 semanas 2019/[98]
Magnetita e TCP

cultura de células

crescimento 6sseo.

Tabela 2.9.1: Estudo de caso sobre estimulos e diferentes meios de promocdo, para avaliar o




3. TECNICAS EXPERIMENTAIS
3.1. Sinterizacao

A sinterizacdo é uma técnica muito utilizada no processamento da
metalurgia do p6. Ela ocorre por meio de um processo termicamente ativado, que faz
com que ocorram reacdes fisicas e quimicas entre as particulas do material que estejam
em contato matuo [100]. O processo ocorre quando ha aumento de temperatura
suficiente para haver uma fuséo dos elementos do compdsito em questio. E importante
ressaltar que pode haver também no decorrer do processo de sinterizagdo uma fase
liguida do material, isso somente serd possivel se a temperatura ultrapassar a

temperatura de fuséo de algum dos componentes do compaésito.

Apdbs o término da sinterizacdo o material geralmente apresenta alteracfes
tanto na sua microestrutura como nas suas propriedades. Essas mudancas sdo resultados
dos trés estagios que ocorre na sinterizacdo, que sdo: estagio inicial, intermediario e
final [101].

Na Figura 3.1.1 é mostrada as principais variacdes que ocorrem em cada
etapa. Na ilustracdo (a), as particulas que estdo em contato umas com as outras sao as
particulas soltas de po, ainda ndo ha a sinterizacdo. No item (b), as particulas se
encontram no estagio inicial da sinterizagdo. Neste hd uma reorganizacdo das particulas
e a formagdo de “pescogos” nas regides de contato das particulas proximas. No estagio
intermediario (c), ocorre um crescimento no tamanho dos “pescogos” e uma reducdo na
quantidade de poros, consequentemente a densidade relativa aumenta, pois ocorre uma
aproximacdo entre os centros das particulas, e também a formagdo dos contornos de
grdos. E na fase final (d), ocorre um fechamento progressivo dos poros, devido ao

preenchimento das vacancias nos contornos de graos.




Figura 3.1.1: Processo de sinterizacdo: (a) antes de iniciar a sinterizacdo, (b) estagio inicial
formacdo de “pescocos”, (c¢) estigio intermediario aumento do tamanho dos “pescocos” e (d)
estagio final fechamento progressivo dos poros. Figura retirada e adaptada da referéncia [102].

3.2. Difracéo de Raios X

Essa técnica é bastante utilizada para caracterizar materiais cristalinos. 1sso
ocorre por se tratar de uma medida ndo destrutiva capaz de determinar as fases
cristalinas dos materiais e fornecer dados referentes ao tamanho, a simetria e a
orientacdo dos cristais. Para a melhor compreensdo, é importante relembrar que cristal €
definido como um s6lido homogéneo com um arranjo atémico interno regular, ou seja,

que apresenta periodicidade [103].

O principio de funcionamento da DRX consiste na interagdo de um feixe de
raios X incidente com os atomos da superficie da amostra (cristal), a partir de entdo
ocorre o espalhamento, de modo que o feixe difratado é captado por um detector de
raios X [104]. Assim, segundo a lei de Bragg a radiacdo é difratada por meio dos planos
naturais do cristal analisado, no qual a direcdo dos planos cristalogréaficos sdo
especificados pelos indices de Miller {hkl} de cada pico de difracdo. A relagédo entre o
angulo de difracdo e a distancia entre os planos que a originam é estabelecida pela

equacdo (3.2.1), caracteristica de cada fase cristalina.

niA=2dsen6 (3.2.1)




Em que n € um numero inteiro, 1 € o comprimento de onda do feixe de

raios X incidentes, d é a distancia interplanar e 6 é o angulo de Bragg.

Quando h& incidéncia de um feixe de raios X com comprimento de onda 2,
na rede cristalina com distancia interplanar d, em que o angulo de incidéncia é 8, podem
ocorrer interferéncias construtivas e destrutivas. Na Figura 3.2.1 é ilustrado a
interferéncia construtiva, que ocorre quando a diferenca entre os feixes refletidos por
diferentes planos cristalinos seja de um nimero inteiro de comprimento de onda, A [18].
Isso significa dizer que um feixe qualquer difratado percorre uma distancia (1) a mais

que um feixe difratado pelo plano adjacente e assim sucessivamente.
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Figura 3.2.1: Representacédo da Lei de Bragg com interferéncia construtiva, retirada da referéncia
[105].

Caso ocorra a interferéncia destrutiva ndo é possivel observar qualquer sinal
de raios X, ao contrario do ilustrado anteriormente. Com o intuito de conhecer um
pouco mais sobre a técnica de DRX é preciso ainda analisar um difratbmetro e um

difratograma respectivamente.

Na Figura 3.2.2 tem-se a imagem de um difratdmetro de raios X e 0s seus
principais componentes. Pode-se resumir o funcionamento do difratbmetro a partir do

feixe de raio X gerado na fonte, que passa pelo colimador e incide na amostra (que deve




apresentar superficie plana). Entdo, o feixe difratado é colimado e deste modo chega ao
detector de raios X. O movimento de detecgdo de 26 graus é acompanhado pela rotacao
de 0 graus da amostra e isso ocorre pois 0s suportes sao vinculados mecanicamente.
Essa ligacdo garante que o angulo de incidéncia e o angulo de reflexdo serdo iguais a
metade do angulo de difragdo 26 [106].

Detector

s

s T al
L\

- A

D A ed g

ITubo de raios XI

Figura 3.2.2: Funcionamento do difratdmetro de Raios X, adaptada da referéncia [107].

Apbs ser detectado o feixe difratado, utiliza-se um sistema computacional
que produz um grafico denominado “perfil de difragdo” ou difratograma como mostrado
na Figura 3.2.3. Neste, é relacionado a intensidade de radiacdo medida pelo angulo de
espalhamento 20. O difratograma € Uinico para cada tipo de cristal e o perfil de difragao
de um composito é a soma dos perfis de difracdo dos seus constituintes [108]. A
identificacdo das amostras é realizada por meio de comparacdo destes resultados com

um banco de dados, como o arquivo Inorganic Crystal Structure Database (ICSD).
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Figura 3.2.3: Imagem ilustrativa de um difratograma de raios X de um sélido cristalino, retirada da
referéncia [106].

3.3. Microscopia Eletronica de Varredura

Essa técnica € utilizada para investigar superficies dos materiais, a qual
permite grandes ampliacGes. Dessa forma, é possivel observar a microestrutura e a
morfologia do material e com isso identificar alteragdes que tenham ocorrido durante o

processo de fabricagéo da amostra [46, 109].

Para melhor compreensdo da técnica se faz necessario uma breve
abordagem sobre o funcionamento do MEV e o0s seus principais componentes. Observa-
se na Figura 3.3.1, o canhdo de elétrons que tem a funcdo de emitir um feixe de elétrons.
O qual, na maioria dos microscépios eletronicos de varredura sdo provenientes de
emissdo termidnica de um filamento de tungsténio e por meio de uma fonte variavel de
tensdo acelera os elétrons. Entdo, o sistema de lentes eletromagnéticas, que podem
constituir-se de uma ou mais lentes, sdo responsaveis por colimar e controlar a
intensidade desse feixe de elétrons. Em seguida, os elétrons passam pela lente objetiva
eletromagnética, que tem a finalidade de controlar o tamanho do feixe de elétrons
(formato retangular) que incide na amostra. J& a bobina de controle de varredura, que
constitui o MEV, é composta por dois pares. Um faz a varredura da amostra na diregdo
X € 0 outro executa 0 movimento na dire¢do y, varrendo assim toda a superficie da
amostra. Assim quando o feixe de elétrons que € criado em vacuo atinge a superficie da
amostra, 0s sinais emitidos sdo identificados por detectores de elétrons e entdo séo

armazenados e convertidos em imagem no computador [110, 111].
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Figura 3.3.1: Principio de funcionamento do MEV, adaptada da referéncia [111].

Como consequéncia da interacdo do feixe de elétrons com a superficie da
amostra, é possivel obter uma ampla variedade de sinais emitidos, dentre eles vale
destacar trés tipos: elétrons secundarios, elétrons retro-espalhados e raios X
caracteristicos. Estes sinais quando captados por detectores, fornecem informac6es da

amostra como: topografia da superficie, composicdo, cristalografia, entre outros [112].

Os elétrons secundarios séo resultados da interacdo entre o feixe de elétrons
incidente e os elétrons de conducdo fracamente ligados ao sélido em analise, fazendo
com que ocorra uma ejecao de elétrons da banda de conducdo. Porém como os elétrons
secundarios possuem pouca energia, eles sdo atraidos para o detector por meio de um

potencial positivo [18].

Os elétrons retro-espalhados sdo caracterizados por possuirem alta energia,
proveniente de numerosas colisdes elasticas que ocorrem com os elétrons na superficie

do sélido. Esse é o motivo que limita a resolugdo da imagem formada por esse tipo de




sinal, ao contrario dos elétrons secundarios que apresentam uma imagem com boa

resolucdo e bastante nitida [111].

Uma terceira forma de andlise resultante da interacdo do feixe de elétrons
primério com a superficie do solido é chamada de espectroscopia de raios X por
dispersdo de energia (EDS). Essa técnica consiste em analisar 0s raios X caracteristicos
emitidos da interacdo da amostra com o feixe de elétrons, possibilitando assim, uma

analise qualitativa e semi quantitativa da composic¢ao do sélido [29, 46].

3.4. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier no modo Reflexdo Total Atenuada

A técnica de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
no modo Reflexdo Total Atenuada é utilizada para investigar os modos vibracionais das
moléculas e assim caracterizar as ligacbes quimicas, a geometria molecular e a
conformacéo de cadeias. O espectro de radiacdo infravermelho compreende o intervalo
de nimero de onda muito extenso, que varia de 10 cm™ a 12800 cm™ [111]. Desse
modo, o espectro é dividido em: infravermelho préximo (12800 - 4000 cm™),

infravermelho médio (4000 - 200 cm™) e infravermelho longo (200 - 10 cm™).

Na espectroscopia de infravermelho os espectros podem ser gerados de trés
maneiras diferentes: emissdo, transmissdo/absorcdo ou reflexdo [111]. No modo
emissdo, tem-se por base o aquecimento da amostra e assim as moléculas emitem
comprimentos de onda caracteristicos. J& na transmissao/absorcao, parte da radiacdo que
incide na amostra é absorvida e parte transmitida. No modo reflexdo, o feixe de radiacdo
incide na superficie da amostra ocorrendo uma interacdo e logo em seguida ha uma

absorcéo parcial da radiacéo.

A versatilidade da FTIR se deve ao fato de poder analisar amostras na fase
liquida, solida ou gasosa, dependendo do acessorio acoplado ao espectrofotdbmetro. No
caso do acessorio de reflectancia acoplado é possivel realizar a técnica de FTIR-ATR.
Essa técnica é caracterizada por ser uma espectroscopia de reflexdo interna [113], em
gue a amostra entra em contato com um elemento de reflexdo interna com alto indice de

refracdo. Entdo a radiacdo (onda evanescente) atravessa o elemento de reflexdo sendo




refletida e direcionada para um detector, conforme Figura 3.4.1. Vale ressaltar que os
elementos de reflexdo interna sdo cristais que possuem altos indices de refracdo,

podendo ser: germanio, seleneto de zinco ou diamante.

Amostra

Cristal

[Radiacdo infravermelho|

Raio em direcao
ao detector

Figura 3.4.1: Esquema da técnica de FTIR-ATR, adaptada da referéncia [69].

No decorrer da andlise, devido as vérias reflexdes que ocorrem ao longo do
comprimento da amostra, a intensidade da radiacdo é atenuada e um espectro da

superficie é gerado.

3.5. Magnometria de Amostra Vibrante

A técnica de magnometria de amostra vibrante, do inglés Vibrating Sample
Magnetometry, foi descrita por Foner em um artigo publicado em (1959) [114]. A partir
de entdo, a técnica foi bastante utilizada devido a facilidade e o bom desempenho do
equipamento para medir o momento magnético. Na Figura 3.5.1 observa-se o diagrama
de um VSM. No vibrador € fixada uma haste rigida por uma das extremidades, desse
modo, impde-se um movimento de vibracdo na amostra, que é colocada presa na
extremidade oposta da haste. Posteriormente é aplicado um campo magnético
perpendicular a direcdo de vibracdo da amostra, desse modo se a amostra for magnética
ird induzir uma variacdo de fluxo magnético nas bobinas captadoras. Assim, quando a
amostra vibra a uma dada frequéncia f, uma voltagem E é induzida nas bobinas

captadoras e esta voltagem é expressa matematicamente na equacéo (3.5.1) [115]:

E = 0GA2nf cos(2nft) (3.5.1)




Em que ¢ e 0 momento magnético da amostra, G € uma variavel que
depende da geometria das bobinas captadoras, A é a amplitude de vibracdo e t o tempo

de medida.

| @ ibrador|

Bobinas
captadoras

-~ J— Campo magnético

Figura 3.5.1: Esquema de um magnetometro de amostra vibrante, adaptada da referéncia [114].

3.6. Caracterizacao ferroelétrica via circuito Sawyer-Tower

A medida ferroelétrica € utilizada para caracterizar a amostra, analisando o
comportamento da polarizacdo sob a influéncia de um campo elétrico externo oscilante.
A partir de entdo, torna-se possivel verificar ha formagdo de uma curva de histerese e
assim extrair informacdes sobre o ordenamento elétrico dos materiais. Existem alguns
circuitos que sdo utilizados para obter resultados de ferroeletricidade, no caso dessa
pesquisa utilizou-se um circuito Sawyer-Tower, que tem estudos sobre a técnica
divulgados a partir de 1930 [116].

Na Figura 3.6.1 é exposto o esquema de um circuito Sawyer-Tower. Neste,
um capacitor ferroelétrico (amostra) é ligado em série a um capacitor de referéncia (Co).




Em paralelo a essa ligagdo sdo conectados em série dois resistores, um de alta
resisténcia elétrica (R1), e outro de baixa resisténcia elétrica (R;). O circuito é
alimentado por uma fonte de tensdo alternada (V(t)) e o ociloscdpio mede a queda de
tensdo na posicdo (X), apos (Ri1) do ramo 1 e em (Y) no ramo 2 do circuito. As
variaveis (Co) e (R) tem a funcdo de ajuste da intensidade dos sinais que passam, por
ambos os ramos (1 e 2), para que tenham aproximadamente a mesma amplitude e para

que essa amplitude esteja entre os limites de escala do osciloscopio.

Ramo 1 ‘Ramo 2

R, 1 Capaci’tmf
ferroelétrico

@ V(t)— X v ¢

Osciloscopio

Figura 3.6.1: Esquema de um circuito Sawyer-Tower, adaptado da referéncia [10].

As leituras de tensdo, V, e V, obtidas respectivamente nos ramos (1 e 2) do
circuito Sawyer-Tower descrito anteriormente, podem ser convertidas em resultados de

campo elétrico E e polarizacéo elétrica P [117], com base nas seguintes equacdes:

_ VxR
E = (3.6.1)
p=%¢, (3.6.2)

AF




Em que R,e R, sé@o respectivamente o primeiro e 0 segundo resistor do
ramo(1l), dp € a espessura do capacitor ferroelétrico, A é a aréa do capacitor

ferroelétrico e C, € o capacitor de referéncia do ramo (2).




4. MATERIAIS E METODOS

Apds fazer uma breve abordagem tedrica sobre as técnicas experimentais
utilizadas no decorrer da pesquisa, é importante saber como foram realizados o0s
procedimentos experimentais. Desse modo, é exposto na Figura 4.1 um fluxograma com
as duas etapas sobre os procedimentos adotados no trabalho. Logo a etapa | consta dos
procedimentos com as amostras sinterizadas que néo foram imersas em SBF, enquanto
que a tapa Il é referente aos procedimentos com as amostras sinterizadas que foram

imersas em SBF.

Procedimentos
experimentais

Preparacio das amostras
em pastilha e em filmes

Etapal

(30% HAP -50% PVDF -20% Fe;0,)

Fe;04 Todas as amostras

em pastilha

PVDF, HAp Caracterizacio
(60% HAB-40% PVDF) ferroelétrica

Todas as amostras

em pastilha Fpg(oy do PVDF

(30% HAP -50% PVDF -20% Fe;0,)
imerso por 3 dias em SBF

Figura 4.1: Fluxograma dos procedimentos experimentais.




4.1. Obtencao dos precursores e preparacao das amostras em
pastilhas

As amostras precursoras, poli(fluoreto de vinilideno), magnetita e fosfato de
calcio bifésico, utilizadas na pesquisa foram obtidas de diferentes maneiras. O PVDF na
forma de po6 foi obtido do fabricante Alfa Aeser com pureza analitica (PA) de 99,8%. A
magnetita obtida na pesquisa foi produzida e cedida por Bini (2016) [50], produzida
pelo método de polimerizacao e sintetizada a 500 °C. O HAP obtido a partir de 0ssos de
peixes da espécie linguado, pleuronectiformes com tamanho entre 30 a 40 centimetros

de comprimento, foi produzido e cedido por Weinand (2005) [118].

De posse dos materiais precursores, foram preparados os compdsitos nas
proporcdes de 60%HAB-40%PVDF e 30%HAB-50%PVDF-20%Fe3;0,4. Para a producgao
das amostras compostas, utilizou-se a regra das misturas demonstrada na dissertacdo de
Silva (2015) [45].

Primeiramente, as massas dos precursores na forma de pé foram aferidas em
uma balanca digital Shimadzu AUW220D, com precisdo de 10°g. Em seguida, foram
misturados e homogeneizados em um almofariz de agata por 10 minutos, entdo as
amostras foram compactadas em uma prensa uniaxial a frio de acdo simples, que de
acordo com Albaro (2001) [119] é a mais indicada para compdsitos ceramicos com
espessura reduzida e geometria simples. A partir de entdo as amostras foram
compactadas, sendo mantidas na prensa por 90 segundos. O polimero e 0os compdsitos
foram compactados a 6 MPa, enquanto que na ceramica bifasica foi utilizada uma
pressdo de compactacdo de 294 MPa. A diferenca nos valores da pressdo de
compactacgdo se deve ao fato do HAB nao compactar com pressdo inferior a 294 MPa,

ao contrério do precursor PVDF e dos compositos.

Apdbs prensadas, as amostras foram sinterizadas em um forno tipo mufla
CPU-3P-LCD em variadas configuracbes. O HAP foi sinterizado a 1100 °C por uma
hora, enquanto que o PVDF e os compositos foram consolidados a 170 °C (temperatura
de fuséo do PVDF) por 1 hora. Em geral as amostras foram retiradas do forno 24 horas
apos o processo encerrado, o resfriamento ndo foi controlado, ocorrendo por inércia

térmica.




4.1.1. Preparagdo das amostras em filme de poli(fluoreto de
vinilideno)

Para a producdo dos filmes de PVDF utilizou-se também o precursor na
forma de po6. Os filmes foram produzidos pelo método de cristalizagdo a partir da
solugdo, com concentracdo de 0,25g/ml utilizando o solvente N,N Dimetilformamida

com pureza analitica de 99,8%.

A solucdo composta de PVDF e DMF foi diluida completamente em banho
térmico com velocidade de agitacdo de 60 RPM, formando uma mistura homogénea.
Em seguida, o fluido foi posto em um recipiente e colocado na estufa. Na tabela 4.1.1
observa-se as diferentes configuracdes que as solugdes compostas do soluto e do
solvente foram submetidas para a obtencdo das amostras nomeadas como filmes 1, 2, 3
e 4.

Amostras | Tempo/Temperatura (Banho Térmico) | Tempo/Temperatura (Estufa)
Filme 1 1 hora/55 °C a 63 °C 1 hora/60 °C
Filme 2 2 horas/55 °C a 63 °C 1 hora/60 °C
Filme 3 2 horas/55 °C a 63 °C 4 horas/ 60 °C
Filme 4 0,41 horas/70°C a 74 °C 5,5 horas/70 °C

Tabela 4.1.1: Diferentes configuracdes do banho térmico e da estufa, para a produgéo dos filmes 1,
2, 3 e 4 de poli(fluoreto de vinilideno).

4.2. Experimento in vitro

O teste de bioatividade foi realizado com o SBF convencional, preparado de
acordo com o método proposto por Kokubo e colaboradores (2006) [23]. Depois de
preparado, o SBF foi armazenado em um recipiente de polietileno vedado, em

temperatura entre 5 °C a 10 °C até o0 momento de ser utilizado.

Para avaliar o comportamento bioativo das amostras produzidas, foi
necessario que as mesmas estivessem devidamente limpas, para ndo contaminar o fluido
e assim ndo comprometer o objetivo de verificar a bioatividade do compdsito. Desse

modo, todas as amostras foram primeiramente lixadas e em seguida lavadas trés vezes




em ultrassom. Em cada lavagem as amostras foram mantidas imersas em etanol por um
intervalo de tempo de cinco minutos e posteriormente, foram colocadas em uma estufa a

temperatura de 30 °C por 12 horas.

As amostras possuiam area superficial aproximada de 58,5 mm?. De acordo
com Kokubo e colaboradores (2006) [23], para essa area superficial, o volume de SBF
calculado foi de 5,85 ml, porém como trata-se de um material poroso a quantidade de
SBF foi superestimada e as amostras ficaram imersas em 12 ml de fluido corporeo
simulado. A temperatura foi mantida em 36,5 °C e o pH em aproximadamente 7,4 por

um periodo maximo de 7 dias.

Na Figura 4.2.1 é apresentada uma ilustracdo do teste de bioatividade que
foi realizado com (C.E. = 0 V/mm) (sem aplicacdo de campo elétrico), simultaneamente
com o (C.E. = 0,308 V/mm) (com aplicacdo de campo elétrico externo), ambos em
banho térmico (i) a 36,5 °C aproximadamente. Para o teste sem campo elétrico, na
Figura 4.2.1 foram imersas: 1 amostra de PVDF, 1 amostra de HAB e 4 amostras do
compdsito 60%HAB-40%PVDF. As amostras representadas em (a) foram fixadas com
presilhas (b) e colocadas em tubos falcon (c), com 12 ml de SBF. Houve troca do SBF a

cada 24 horas durante os 7 dias de imersao .

Ainda na Figura 4.2.1 é possivel notar o esquema com (C.E. = 0,308
V/mm), que foi imerso por 7 dias em SBF e recebeu a aplicagdo de 12 horas por dia.
Neste, também foi realizada a troca do fluido uma vez por dia das amostras. As
amostras representadas em (d) foram presas com suportes (b) e imersas em SBF em
tubos falcon de 15 ml (f). Foi realizada uma soldagem dos fios de cobre (h) com tinta
prata no tubo facon (f) em lados opostos, produzindo assim contato elétrico nos
eletrodos. Para tornar a tinta prata condutiva a eletricidade, os tubos (f) pintados e ja
com os fios de cobre, foram colocados em uma estufa por 120 minutos a 75 °C, com o
objetivo de degradar o material orgéanico presente na tinta. Por fim, os tubos
representados em (f) j& preparados, foram envoltos por tubos falcon 50 ml (g) contendo
6leo de silicone. O objetivo do 6leo de silicone (material que possui alta rigidez

dielétrica) é evitar possivel conducgéo (faisca) entre os eletrodos.
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Figura 4.2.1: Esquema do teste de bioatividade realizado por 7 dias com o (C.E. = 0 V/mm) e com
(C.E. = 0,308 V/mm). Na ilustracdo, a amostra (a) em pastilha suspensa em SBF por uma presilha
(b), ambos contidos em um tubo falcon (c) de 15 ml, grupo controle. Na parte experimental com
campo elétrico, foi realizada em (h) solda dos fios de cobre, conectados a eletrodos de tinta prata (e)
em faces opostas do tubo falcon (f) e encaixados dentro de um tubo falcon de 50 ml (g). As amostras
com aplicacéo de campo elétrico, pastilha (d) também foram fixadas em presilhas (b) e imersas em
SBF em tubos falcon de 15 ml (f) com aplicacéo de 0,308 V/mm em banho térmico (i) & temperatura
de 36,5 °C.

Para a aplicacdo do campo elétrico foi utilizado um gerador de funcéo, com
o qual foi gerado uma tensdo senoidal de 0,5 V (Vpp) com frequéncia de 3 Hz, uma
amplificadora TREK para amplificar a tensdo para 5 V. Como resultado obteve-se um
campo elétrico de 0,308 VV/mm, que foi aplicado durante 12 horas por dia no decorrer de
7 dias. O grupo de amostras submetidas ao teste de bioatividade foram analisadas parte

apos completarem 3 dias submergidas e o restante somente com 7 dias de imerséo.

Na Figura 4.2.2 é apresentada uma ilustracdo do teste de bioatividade que
foi realizado com (C.M. = 0 Oe) (sem aplicacdo de campo magnético), simultaneamente

com (C.M. =6 Oe), ambos em banho térmico (f) a aproximadamente 36,5 °C.

Para o teste sem campo magnetico, na Figura 4.2.2 foram imersas: 1
amostra de PVDF, 1 amostra de HAB e 4 amostras do composito 30%HAB-50%PVDF-
20%Fe30,4. As amostras representadas em (a) foram fixadas com presilhas (b) e
colocadas em tubos falcon (c), com 12 ml de simulador de fluido corpdreo. Assim como
no teste realizado anteriormente, neste também foram realizadas as trocas do fluido

“velho” por um “novo” diariamente durante os 7 dias.




Foi aplicado um campo magnético alternado 24 horas por dia de 6 Oe
com frequéncia de 1 kHz, por meio de um amplificador/gerador de campos magnéticos,

conectado nas bobinas (d).
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Figura 4.2.2: Esquema do teste de bioatividade realizado por 7 dias com (C.M. = 0 Oe) (sem
influéncia externa) e com (C.M. = 6 Oe) (com aplicacdo de campo magnético alternado). Na
ilustracdo, a amostra (a) € fixada por uma presilha (b), ambas ficam imersas no fluido corpéreo
simulado em um tubo falcon (c¢) de 15 ml, grupo controle. Na parte experimental o campo
magnético alternado foi aplicado por meio de uma bobina de fios de cobre (d), fixada no tubo falcon
(e). Com o aparato experimental pronto e as amostras preparadas, foram colocadas em banho
térmico (f) a 36,5 °C.

Ao término dos testes de bioatividade, adotou-se um procedimento padréo
com todas as amostras. As amostras foram retiradas do SBF, enxaguadas levemente
com agua Mili-Q e em seguida foram colocadas em estufa bacterioldgica a 30 °C por 16
horas. Depois de secas, as amostras foram armazenadas em recipientes adequados até

serem analisadas.

4.3.  Difracao de Raios X

Foram realizadas as andlises de difracdo de raios X nos compdsitos de
60%HAB-40%PVDF, 30%HAB-50%PVDF-20%Fe304, nos precursores HAB e PVDF




sinterizados na forma de pastilhas. Para a andlise foi utilizado o difratdmetro Shimadizu
XRD-7000, com radiagdo de Cu Ka configurado com velocidade de varredura de 2°/min
e tempo de aquisicdo de 0,6s na faixa de varredura de 10° a 80°. Apos a imersdo em
SBF foi realizado andlise com radiagdo de molibdénio, dngulo rasante ¢ 0 fixo nos
compositos 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;O, que foram imersas por trés dias. O
difratbmetro utilizado pertence ao Grupo de Desenvolvimento de Dispositivos
Multifuncionais (GDDM) da Universidade Estadual de Maringd (UEM). Na precursora

magnetita a analise foi feita na amostra em po, cedida por Bini (2016) [50].

4.4. Magnometria de Amostra Vibrante

A investigacdo da resposta magnética das amostras compostas 30%HA -
50%PVDF-20%Fe3;0, sinterizadas a 170 °C e da precursora magnetita sintetizada a 500
°C foram realizadas no magnetdmetro de amostra vibrante (VSM) construido pelo
GDDM, da Universidade Estadual de Maringa. A medida foi realizada no compdsito em
pastilha a temperatura ambiente com campo maximo de 15 kOe. A medida da magnetita
foi cedida por Bini (2016) [50], realizada com a precursora em pd, a temperatura

ambiente com campo maximo de 15 kOe.

4.5. Caracterizacéo ferroelétrica via circuito Sawyer-Tower

As curvas de histerese ferroelétricas foram obtidas usando um circuito
Sawyer—Tower, instalado no Grupo de Desenvolvimento de Dispositivos
Multifuncionais da Universidade Estadual de Maringa. As medidas foram conduzidas a
frequéncia de 30 Hz a temperatura ambiente, nas amostras de PVDF, HAB e do
composito 60%HAB-40%PVDF.

4.6. Microscopia Eletrénica de Varredura

As anélises de MEV foram realizadas nas amostras de PVDF, HAP e nos
compositos  60%HAB-40%PVDF e 30%HAPB-50%PVDF-20%Fe;O, que foram




sinterizadas e lixadas e também foram analisadas as amostras que foram submetidas ao
teste bioatividade descrito anteriormente. As amostras foram fraturadas e em seguida
submetidas a deposicdo de uma fina camada condutora de ouro pelo processo de
Sputtering, para entdo serem colocadas no microscopio para realizar as analises. Foi

utilizado um microscopio (Quanta 250) do Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa.

4.7.  Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier no modo Reflexdo Total Atenuada

A andlise de FTIR-ATR foi realizada nas amostras de PVDF, HAB e dos
compasitos com 60%HAB-40%PVDF e 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,4 que ndo foram
imersas em SBF e também nas amostras que foram imersas em SBF por 3 e 7 dias. O
objetivo da analise foi verificar a nucleagcdo da camada de apatita formada e comparar
com a amostra que néo teve contato com o fluido. As medidas de FTIR-ATR foram
realizadas em um espectrometro Bruker (Vetex 70V). Neste, o espectro adquirido de
cada amostra € resultado de uma média de 128 varreduras com resolucdo espectral de 4

cm, obtidos no intervalo entre 4000 a 400 cm™.




5. RESULTADOS
5.1. Difracao de raios X

Inicialmente foram caracterizados os precursores PVDF, HAR e Fe;04 O
padrdo de difracdo do PVDF apresentado na Figura 5.1.1, foi melhor indexado com as
fases a e B. A fase a pertencente ao grupo espacial P2;/c, com simetria monoclinica. A
fase P faz parte do grupo espacial Cm2m, com simetria ortorrombica. A presenca da
fase B pode ser notada pelos picos em 20,6° e em 56,1° que referem-se respectivamente
aos planos cristalograficos (200) e (221). De acordo com Thurmer (2010) [120], a
dificuldade de identificar picos referentes a fase B pode ocorrer devido a maior
intensidade dos picos na fase a e pelo fato de alguns picos da fase 3 ficarem superpostos

aos da a, como no caso do pico em 20 = (20,6°) [63, 121-123].

PVDF fase a: o
PVDF fase B: ¢

o (110)

o
—_— N
© =)
. 0
2
Q
Bl &
s | 2
m S
c o
@
)
£

15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
20 (graus)

Figura 5.1.1: Padrdo de difracdo de raios X obtido para o precursor PVDF em pastislha
sinterizada. Na parte superior da Figura estdo indicados os planos cristalograficos (hkl) referentes
as fases cristalinas (a e B).




O difratograma de raios X da amostra de fosfato de calcio bifasico é
mostrado na Figura 5.1.2, na qual os padrdes de difracdo foram indexados com as
cerdmicas: HAp e B-TCP. A HAp com formula quimica Cajo(PO4)s(OH),, possui
estrutura de simetria Hexagonal do grupo espacial P6s/m. A B-TCP (Ca,(PO, ),), tem
simetria romboédrica do grupo espacial R3c. Em ambas as fases, foram identificados os

indices de Miller dos respectivos padroes de difragéo.
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Figura 5.1.2: Difratograma de raios X do precursor HAB, compactada e sinterizada. Acima dos
picos identificados, sdo destacados os respectivos indices de Miller (hkl).

A fase B-TCP ocorreu, pois 0s 0ssos utilizados para produzirem o HAPR
eram de peixes jovens com tamanho de 30 & 40 cm de comprimento, uma vez que,
peixes maiores produzem somente a fase de hidroxiapatita[46,48]. Desse modo, 0
fosfato de calcio utilizado na pesquisa pode ser classificado como uma ceramica
bifasica e serd nomeada de (HAP). Segundo Ribeiro [48] a presenca das duas fases €
uma grande vantagem, pois quando imersa em meio fisioldgico a ceramica é mais
reativa. Isto é, compdsitos contendo a fase B-TCP com HAp assemelha-se mais a

estrutura mineral encontrada em 0ssos vivos. Alem disso, sdo mais reabsorviveis e por




esse motivo as ceramicas bifasicas apresentam em alguns casos, um desempenho

melhor do que a HAp para implantes ou enxertos 6sseos.

Na Figura 5.1.3 é caracterizado o difratograma do precursor magnetita, com
férmula quimica Fe3O4. A magnetita pertence ao grupo espacial Fd3m com estrutura de

simetria cubica do tipo espinélio inverso [50, 124].
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Figura 5.1.3: Difratograma de raios X do precursor magnetita. Acima dos picos sdo destacados seus
respectivos indices de Miller (hkl).

Na Figura 5.1.4 é apresentado o difratograma do compdsito 60%HA -
40%PVDF. O padréo de difracdo foi melhor indexado com as fases HAp e B-TCP.
Outro aspecto importante a se destacar € que ndo foram detectados picos referentes ao
precursor PVDF. No entanto é possivel notar uma pequena elevacgéo entre o intervalo de
20 = 15° a 25°. Essa alteracdo no difratograma pode ter ocorrido devido a presenca de
fases cristalinas do precursor PVDF, assim como observado por Rosso (2013) [125]. A
presenca majoritaria da HAp no difratograma do composito binario se justifica pelo fato

do indice de cristalinidade da ceramica ser maior que do polimero. Além disso,




elementos leves como F, C, O, possuem coeficiente de espalhamento muito baixo.

Assim o feixe de raios X é espalhado majoritariamente pela HAR.
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Figura 5.1.4: Difratograma de raios X do composito 60%HAB-40%PVDF na forma de pastilha.

Na Figura 5.1.5 é apresentado o padrao de difracdo de raios X do composito
30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,4 e seus respectivos indices de Miller. No difratograma
foi possivel identificar as fases cristalinas referentes aos trés precursores HAP (fase
HAp e B-TCP), PVDF (fase a) e a magnetita. O compdsito ternario apresentou um
comportamento diferente do composito binario, com presenca de picos referentes ao
PVDF. Isso ocorreu devido ao aumento na porcentagem de PVDF quando comparado
com o composito binario e também pelo fato da magnetita utilizada ser nanométrica.
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Figura 5.1.5: Difratograma de raios X do compdsito 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,4 na forma de
pastilha.

Apesar de ndo terem sido observados picos referentes a fase f do PVDF,
ndo se descartou a hip6tese da existéncia de fase nos compésitos. Uma vez que 0s picos
das ceramicas e da magnetita sdo mais intensos e essa caracteristica poderia justificar
uma possivel sobreposicao de fases, dificultando assim a identificacdo de picos da fase

B referentes ao poli(fluoreto de vinilideno).




5.2. Caracterizacdo magnética e elétrica

5.2.1. Magnometria de Amostra Vibrante

Na Figura 5.2.1.1 é apresentada a curva de magnetizacdo por campo
magnético aplicado da precursora magnetita. Respostas de magnetizacdo, como
magnetizacdo de saturacdo, indicam uma mudanca no comportamento magnético da
amostra. Observa-se um comportamento tipo superparamagnético, no qual os valores de
magnetizacdo de remanecéncia e a coercividade sdao muito pequenos. O valor obtido
para a magnetizacdo de saturacdo foi de 19,8 emu/g, esse valor é pequeno quando
comparado com outros resultados de nanoparticulas de magnetita preparadas
experimentalmente, em que a magnetizacdo de saturacdo varia de 30 a 50 emu/g [93,
127]. Ha duas possiveis justificativas para essa ocorréncia, de acordo com Bini (2016)
[50]. A primeira se deve ao fato da particula ser bem pequena, assim um grande nimero
de ligacGes de super-troca sdo rompidas na superficie das nanoparticulas e isso acarreta
um desordenamento de spin nesta superficie. A segunda justificativa tem por base a
existéncia de resquicios de PVA na superficie das nanoparticulas, o que também pode

causar uma reducdo da magnetizacgao da precursora.
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Figura 5.2.1.1: Curva de magnetizacéo versos campo magnético aplicado da precursora magnetita.




Na Figura 5.2.1.2 é apresentada a curva de magnetizacdo versos campo
magnético aplicado do composito 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,4. A magnetizacdo de
saturacdo do composito foi de 6,05 emu/g valor pequeno quando comparado com a
magnetizacdo de saturacdo da magnetita precursora que foi de 19,8 emu/g. Essa reducao
era esperada, visto que o fosfato de célcio bifasico e o poli(fluoreto de vinilideno) séo
diamagnéticos [128,129]. Outro fator que influencia nesse dado é a proporcdo de
magnetita incorporada no compdsito ternério ser de apenas 20%. Ainda assim, o
composito preserva propriedades magnéticas que o tornam interessante para as

aplicacdes aqui propostas.
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Figura 5.2.1.2: Curva de magnetizacdo versos campo magnético aplicado do compdsito 30%HAp-
50%PVDF-20%Fe;0, sinterizado.

5.2.2.  Comportamento ferroelétrico

Existem outros estudos sobre biocompdsitos polarizados eletricamente
[130-132] que foram realizados em experimentos in vitro e in vivo. A alta bioatividade

foi observada em ceramicas e compdsitos polarizados, com elevada




segregacdo/adsorcdo e formacdo de células dsseas em suas superficies carregadas
negativamente. De fato, relatos anteriores revelaram a influéncia das superficies
eletricamente carregadas na atividade de biomateriais, indicando o alto potencial dos

materiais piezoelétricos para catalisar respostas bioldgicas [133].

Na Figura 5.2.2.1 observa-se 0 comportamento da curva de polarizagéo por
campo elétrico dos precursores HAB (a), PVDF (b) ¢ do compdsito 60%HAp-
40%PVDF (c). Nota-se que o fosfato de calcio bifasico revela um comportamento quase
paraelétrico, sobreposto com uma pequena curva de histerese, assim como relatado por
Lang e colaboradores (2013) [134]. Diferentemente o PVDF (b) apresentou uma
histerese ferroelétrica, porém com resposta ndo tdo elevada, esse resultado segundo
Ikeda e colaboradores (1985) [135], justifica-se devido a existéncia de certa quantidade
de fase amorfa (paraelétrica) na amostra, simultaneamente com a presenca de fases

cristalinas polares no polimero.

Figura 5.2.2.1 (c) observa-se o comportamento da curva de polarizacdo por
campo elétrico do composito 60%HAB-40%PVDF. Nota-se que a existéncia de
histerese ferroelétrica atesta o carater polar do compdsito multifuncional obtido.
Percebe-se uma espécie de resposta ferroelétrica sobreposta ao comportamento
paraelétrico, compreendida pelos comportamentos do PVDF e do HAPB. De fato, uma
maior polarizacdo remanescente, alcancada sob campos elétricos muito baixos, foi
observada para o0 composito. Esse comportamento ferroelétrico, associado a uma
resposta piezoelétrica, pode ser potencialmente utilizado em aplicacfes biomédicas
avancadas, como a aceleracdo do processo de cicatrizacdo de fraturas ésseas, utilizando

campos elétricos como estimulos externos [136].




0.124 (a)
0.08-
0.04 -

0.00

-0.04 -

-0.08 -

1(b)

e LS °
2 o =
E & N
1 " 1 1

e
=3
S

>
S
PR T

Polariza¢do (uC/cm?)
s 5

-0.121

0.124 (¢)
0.08 -
0.04 -

0.00

-0.04

-0.08

-0.12

20 45 10 -5 0 5 10 15 20
Campo elétrico (kV)

Figura 5.2.2.1: Curvas de polarizacdo como funcdo do campo elétrico aplicado, adquiridas com a
frequéncia de 30 Hz, para HAP (a), PVDF (b) e 0 compdsito (60%HAB-40%PVDF) (c).

5.3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier
no modo Reflexdo Total Atenuada

Estudos de FTIR-ATR foram conduzidos em amostras de PVDF,

sinterizadas com o intuito de verificar a existéncia de vibracao referentes a fase 3.




Na Figura 5.3.1 observa-se os espectros de absorbancia no infravermelho do
precursor PVDF em pd, em pastilha sinterizada e em filmes com diferentes
procedimentos de preparagdo, sendo: filme 1 (1 hora no banho térmico com temperatura
variando de 55 °C 63 °C + 1 hora na estufa a 60 °C), filme 2 (2 horas no banho térmico
com temperatura variando de 55 °C a 63 °C + 1 hora na estufa a 60 °C), filme 3 (2 horas
no banho térmico com temperatura variando de 55 °C a 63 °C + 4 horas na estufa a 60
°C) e filme 4 (0,41 horas no banho térmico com temperatura variando de 70 °C a 74 °C
+ 5,5 horas na estufa a 70 °C). Todas as amostras apresentam polimorfismo, ou seja, a

presenca de diferentes fases cristalinas.

Na amostra de PVDF em p0, a fase o ¢ evidenciada pelas bandas de
absorcdo em 408, 488, 530, 615, 766, 796, 855, 875, 976, 1150, 1184, 1209, 1382, 2977
e 3023 cm™ [136-140]. Enquanto que na fase ferroelétrica B, foram identificadas as
bandas com comprimento de onda em 511, 840, 1071, 1273 e 1428 cm™ [137,139, 140].
A banda em 1404 cm™ pode ser atribuida tanto a fase o, como & fase B ou ainda a fase vy,
também foi caracterizada a banda em 1450 cm™ referente a um defeito na cadeia do
polimero [136]. Além disso, foi detectada uma banda de baixa intensidade em 950 cm™

[140], referente a fase y do polimero nos espectros do PVDF em pé e em pastilha.

No polimero na forma de pastilha sinterizada por 1 hora, foram identificadas
as bandas de absorcdo em 408, 488, 530, 615, 766, 796, 875, 976, 2977 e 3023 cm™
referentes a fase a [136-139]. Na fase B3, foram detectadas as bandas de absorcdo em
444, 472, 511, 840, 1071, 1273 e 1428 cm™ [137, 139, 140]. A banda em 1173 cm™
pode ser atribuida tanto a fase p quanto a fase y [113]. Foram identificadas as bandas em
1404 e 1450 cm™ assim como na amostra em pd. As bandas em 2850 e 2920 cm™

correspondem a grupamentos de CH, no PVDF [141, 142].

Observa-se ainda na Figura 5.3.1 que o0s espectros referentes as amostras do
polimero em filmes também apresentaram bandas caracteristicas da fase a, p ¢ y. Os
espectros referentes aos filmes (1), (2), (3) e (4) apresentaram as bandas 615, 766, 875,
2977 e 3023 cm™ pertencentes & fase a do PVDF [136-139]. Enquanto que a fase B
corresponde as bandas de absorgdo 472, 511, 840 e 1071 cm™ [137, 139, 140]. A fase y
foi detectada nas bandas em 431, 812, 950 e 1234 cm™ [137, 140, 143]. Foram
detectadas outras trés bandas, sendo a banda em 1450 cm™ caracterizada por ser um
defeito na cadeia do polimero, a banda em 1404 cm™ caracterizada pela possibilidade de




pertencer a uma das trés fases supracitadas e a banda em 1173 cm™ que pode ser

atribuida tanto a fase p quanto a fase vy.
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Figura 5.3.1: Andlise de FTIR-ATR do precursor poli(fluoreto de vinilideno) em p6, em pastilha
sinterizada e em filmes: filme 1, filme 2, filme 3 e filme 4.




De modo geral, ao observar a Figura 5.3.1 nota-se que ha uma mudanca na
morfologia dos espectros, ao comparar o polimero em p6, com a pastilha e os filmes. A
amostra em pastilha apresentou o surgimento de novas bandas da fase f em conjunto

com outras, enquanto as amostras em filme surgiram bandas da fase vy.

O método utilizado para a producgdo dos filmes de PVDF teve por base um
levantamento bibliografico sobre procedimentos de cristalizacdo a partir da solucdo.
Nos trabalhos analisados [68, 139, 144, 145], observou-se que para a producdo dos
filmes com fase B exclusiva, a temperatura utilizada variou de 60 a 80° C. Para a
producéo dos filmes 1, 2, 3 e 4 a temperatura variou de 55 a 74 °C, com base nessa
informacdo ndo era esperada a presenca de fase y. Entretanto, sabe-se também que a
taxa de evaporacdo do solvente pode influenciar de modo significativo na
predominancia de fase p da amostra, assim como a concentracdo da solucdo pode ter

influenciado no resultado.

Devido o PVDF ser um termoplastico semicristalino, a espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier no modo reflex&o total atenuada propiciou
a identificacdo das fases cristalinas nas amostras analisadas. Também foi possivel
determinar o teor de fase  das amostras, com excec¢do dos filmes 1, 2, 3 e 4 devido a

quantidade de bandas referentes a fase vy.

Na tabela 5.3.1 é destacado o percentual de fase [ das amostras de
poli(fluoreto de vinilideno) em pastilha apos ter sido compactada e sinterizada e em po

sem nenhum tratamento. O Fp,) pode ser obtido a partir da equagdo (2.4.3), utilizando

as bandas 766 cm™ (fase a) e 840 cm™ (fase B).

Amostras | Fg , calculada com as bandas (840 e 766 cm™)

PVDF po 44,5%

PVDF pastilha 77%
Tabela 5.3.1: Percentual de fase B (Fg(y)) do precursor poli(fluoreto de vinilideno) em p6 e em
pastilha sinterizada, calculada com base na equagéo (2.4.3).

Observa-se na tabela 5.3.1 que a amostra de PVDF em po, obteve (Fg o) )

de 44,5% para o calculo com as bandas 766 cm™ (fase ) e 840 cm™ (fase ). A pastilha
de PVDF que foi compactada e sinterizada a 170 °C obteve um aumento na




porcentagem de fase B em comparagdo com a amostra em po, atingindo o (Fg(y ) de

77%.

Salimi e colaborador (2003) [70] também trabalharam com o PVDF sem o
uso de solvente, para tentar obter maior percentual de fase . Na pesquisa, duas marcas
de poli(fluoreto de vinilideno) Kynar 720 e Hylar MP10 foram submetidas a tratamento
térmico e a estiramento. Com base nas bandas 530 cm® (fase ) ¢ 840 cm™ (fase B) os
autores verificaram que o (Fg(y)) no PVDF Kynar 720 foi de 74%, enquanto que no
PVDF Hylar MP10 foi de 69%. Foram encontrados também alguns trabalhos [62, 68,
71], que utilizaram diferentes tipos de solventes e técnicas para a producdo de PVDF,

com foco no maior (Fg(y). Nesses trabalhos o percentual aproximado de fase fB

calculado variou de 80 a 95% e todas as amostras foram produzidas em formato de

filmes.

Analisando esse contexto, nota-se que o resultado obtido nessa pesquisa,
com a amostra em pastilha € muito satisfatério. Visto a facilidade do método utilizado
para a produgdo da amostra e a diferenca entre a porcentagem de fase P obtida na

pesquisa em comparacdo com os trabalhos supracitados.

Completando os resultados, também foram analisados os precursores HAR e
Fes0,4. Na Figura 5.3.2 observa-se o espectro de absorbancia do fosfato de célcio
bifasico (HAP), caracterizado pela fase hidroxiapatita com vibragdes em 474, 569, 601,
630, 962, 1046, 1092 e 3572 cm? e pela fase secundaria B-fosfato tricalcico
representada nas vibracdes 980 e 1122 cm™ [146-148]. Com excecdo dos fons OH™ que
foram detectados nas bandas em 630 e 3572 cm™ e que correspondem respectivamente
aos modos de deformacdo rotacional (v.) e de estiramento (vs), 0s demais modos de
vibracdo referem-se ao grupo funcional PO,*. Para os fons fosfato, a banda de absorcao
em 474 cm™ ocorre deformagdo duplamente degenerada, v, com ligacdo iénica em O-P-
0. Na banda 569 e 601 cm™ existe uma deformacédo em v4 € nas bandas 950, 962 e 980
cm™? ocorre estiramento simétrico vi. Em 1046, 1092 e 1122 cm™ ocorre estiramento

assimétrico em v3 ou triplamente degenerado [33, 148, 149].
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Figura 5.3.2: Espectro de absorgdo na regido do infravermelho do precursor fosfato de célcio
bifasico.

Na Figura 5.3.3 € apresentado o espectro de absorcdo da magnetita
sintetizada via técnica do PVA, a temperatura de decomposi¢do térmica de 500 °C. Foi
identificada a banda em 442 cm™ caracterizada pela ligagdo Fe-O, em que ocorre
deformagdo por estiramento em v,. Enquanto que as bandas em 579 e 631 cm™,
também caracterizadas pela ligacdo Fe-O, sdo resultados de um desdobramento da
banda em v1. As bandas 819 e 879 cm™ podem ser atribuidas aos fons nitratos, enquanto
que em 1384, 1580 e 1710 cm™ refere-se respectivamente as ligacdes C-OH, -COO e
C=0 [50,150-152]. A existéncia de tais bandas e o alargamento em torno de 1384 cm™ é

consequéncia de resquicios de PVA nas nanoparticulas.
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Figura 5.3.3: Espectro de absorc¢éo na regido do infravermelho da precursora magnetita.

5.4. Teste in vitro com aplicacéo de campo elétrico

Na Figura 5.4.1 sdo apresentados os espectros de FTIR-ATR das amostras
dos compdsitos 60%HAB-40%PVDF que foram sinterizadas a 170° C. No espectro (a),
referente a amostra que n&o foi imersa em SBF, foram identificadas as bandas em 488,
766, 796, 875 e 1184 cm? pertencentes a fase a e em 511, 840, 1273 e 1428 cm?
atribuidas a fase p do PVDF [71, 137, 153]. A banda em 1404 cm™ pode ser
caracterizada como pertencente tanto a fases oo como a § ou a y [136]. Na regido em
torno de 470 cm™ no espectro (a) houve uma superposicio de bandas, visto que o PVDF
possui uma banda na fase B em 472 cmteo HAP possui uma banda referente ao grupo
funcional PO, em 474 cm™. Ainda na amostra que n&o foi imersa no fluido, também
foram identificadas as bandas de absor¢édo em 569, 601, 630, 962, 1030, 1092 e 3572
cm’ referentes a fase hidroxiapatita e em 980 cm™ atribuida a fase p-TCP [33, 148, 149,
154, 155]. Observa-se também os modos de vibracdo em 2850 e 2920 cm™ que

correspondem a grupamentos de CHj referente ao precursor polimérico.




Também sdo apresentadas na Figura 5.4.1, os espectros dos compdsitos
60%HAB-40%PVDF que foram imersas no fluido corpéreo simulado. Os espectros (b)
e (c) referem-se as amostras imersas em SBF por 3 dias, sendo (b) sem aplicacdo de
campo elétrico e (c) com aplicacdo de campo elétrico. Os espectros (d) sem aplicacdo de
campo elétrico e (e) com aplicacdo de campo elétrico sdo de amostras compostas
submergidas em SBF por 7 dias. As amostras do (grupo teste) tiveram aplicacOes de

campo elétrico (C.E. = 0,308 VV/mm) por 12 horas diérias.
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Figura 5.4.1: Espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos compdsitos 60%HA-
40%PVDF. Espectro (a) referente ao compésito que néo foi imerso em SBF e espectros (b), (c), (d) e
(e) sdo dos compdsitos que foram imersos em SBF submetidos a diferentes condicdes.

Nas amostras que foram imersas por 3 dias em SBF, espectro (b) e espectro
(c) da Figura 5.4.1, observa-se comportamentos diferentes. Nota-se significativa
semelhanca entre o espectro (b) e o espectro (a), com relacdo a presenca de varias
bandas referente ao precursor PVDF, exceto os modos vibracionais em 875 e em torno

de 1460 cm™. A banda em 875 cm™ pode ser referente a fase a do polimero e/ou, ao




grupamento COs%, visto que a amostra foi imersa em SBF. A alteracio (elevac&o) no
espectro em torno de 1420 cm™ a 1460 cm™ (regido circulada), também é caracterizada
pelo grupo CO3* [156]. De acordo com Muller e colaboradores (2007) [156], a presenca
das bandas referente ao grupo carbonato confirma a nucleacdo de uma camada de
apatita carbonatada, porém talvez a camada néo tenha sido formada em toda a superficie

da amostra, visto a existéncia de varias bandas referentes ao precursor PVVDF.

O espectro (c), quando comparado ao espectro (b) apresenta bandas do
poli(fluoreto de vinilideno) identificado apenas nas bandas em 2920, 2850 cm™ e em
regides com sobreposicdo de bandas, em 470 e em 875 cm™. Detectou-se também os
modos vibracionais em torno de 1420 a 1460 cm™que correspondem ao grupo COz*
[156]. Nota-se no fosfato de célcio bifasico, a auséncia das bandas em 980 e 630 cm™.
A banda 630 cm™ é referente a OH e a sua auséncia evidencia a formacdo de uma
camada de apatita carbonatada com baixa cristalinidade, caracteristica de apatita
nucleada em SBF [148, 156, 157]. Outro aspecto que corrobora, € a auséncia de bandas
do PVDF na amostra com aplicacdo de campo elétrico comparado com a amostra sem
aplicacdo de campo elétrico. O desaparecimento dessas bandas em 840, 1184, 1273 e
1404 cm™ reforca a nucleacéo da apatita na superficie da amostra e as bandas de fosfato

continuam aparecendo.

De modo geral, ao comparar as amostras imersas em SBF por 3 dias, deve-
se ressaltar que a amostra com aplicacdo de campo elétrico, espectro (c), apresenta mais
evidencias de nucleacdo de apatita que a amostra do espectro (b) sem aplicacdo de

campo elétrico.

Ao analisar os espectros (d) e (e) da Figura 5.4.1, destaca-se um
comportamento semelhante. Houve reducdo significativa das bandas referente ao
precursor PVDF, a presenca de bandas referentes aos grupos carbonato e fosfato e a
auséncia da banda 630 cm™. Atribui-se a essas constatacdes a nucleacdo de uma camada
de apatita na superficie da amostra. Possivelmente ap6s os 7 dias a apatita recobre toda

a superficie das amostras (com campo e sem campo elétrico) por igual.

Na Figura 5.4.2 sdo apresentadas as micrografias de superficie das amostras
poliméricas: (a) amostra de PVDF sinterizada e lixada que ndo foi imersa em SBF, (b)

PVDF (C.E. = 0 V/mm) com imersdo no fluido corpéreo simulado por 7 dias e (c)




amostra de PVDF que foi imersa em SBF por 7 dias e submetida a aplicacdo de campo

elétrico por 12 horas diérias.
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Figura 5.4.2: Micrografias de superficie das amostras de PVDF sinterizadas expostas a diferentes
condicBes: (a) amostra que nao foi imersa em SBF, (b) amostra que foi imersa em SBF com (C.E. =
0 V/mm) e (c) amostra que foi imersa em SBF com (C.E. = 0,308 V/mm).

Nota-se que apesar das trés amostras de PVDF terem sido submetidas a
procedimentos diferentes, as micrografias (a), (b) e (c) apresentam morfologias
semelhantes, com a existéncia de ranhuras provindas do processo de lixar as amostras e

consequentemente que ndo houve nucleacéo de apatita.

Na Figura 5.4.3 sdo apresentadas as micrografias do HAP que foram
expostas a diferentes procedimentos: (a) amostra que ndo foi imersa em SBF, (b)
amostra que foi imersa em SBF por 7 dias sem aplicacdo de campo elétrico e (c)
amostra que foi imersa em SBF por 7 dias com aplicagdo de campo. Comparando as trés
micrografias, é possivel ver a diferenca morfoldgica da superficie da amostra antes e
apos serem colocadas no liquido simulador de fluido corporal. Amostra (a), pastilha que
ndo foi exposta em SBF nota-se uma superficie regular, enquanto que as amostras que
foram imersas, micrografias (b) e (c) observa-se que houve a nucleacdo da camada de
apatita. Verifica-se uma superficie irregular que cobre o substrato da amostra, com




aspecto “craquelado”, com presenca de trincas. De acordo com Le Gero (1991) [12],
essa caracteristica na superficie das amostras € consequéncia da formacdo de apatita

(camada espessa) apds serem secas.

Figura 5.4.3: Micrografias de superficie das amostras de HAP sinterizadas expostas a diferentes
condicBes: (a) amostra que ndo foi imersa em SBF, (b) amostra que foi imersa em SBF sem
aplicagdo de campo elétrico e (c) amostra que foi imersa em SBF com aplicagdo de campo elétrico.

Apos analisar as amostras precursoras PVDF e HAB, também € interessante
observar a morfologia das amostras 60%HAB-40%PVDF em diferentes condigdes. A
Figura 5.4.4 (a), é referente ao composito que ndo foi imerso em SBF. Nesta, € possivel
observar uma superficie regular com a presenca de ranhuras decorrentes do preparo da
amostra. Ao contrario do observado na micrografia (a), nota-se que as amostras
compostas referentes as micrografias (b) e (c), que foram submetidas ao teste de
bioatividade por 3 dias, apresentaram morfologias diferentes. Observa-se no compdsito
da micrografia (b) (C.E. = 0 V/mm), a formagdo da camada de apatita como se fossem
“ilhas” na superficie da amostra. Esse resultado indica que a amostra é bioativa e que

provavelmente nuclearia apatita em toda a superficie se ficasse por mais tempo imersa.




Por outro lado, observa-se no compésito (C.E. = 0,308 V/mm) micrografia (c), a
nucleacdo da camada de apatita cobrindo toda a superficie da amostra com aspecto
“craquelado”, com a presenga de fendas ¢ novos nucleos de apatita sobre a camada ja
formada. Desse modo, esse resultado indica claramente que a aplicacdo do campo
elétrico por 12 horas diarias influenciou de maneira positiva, acelerando o crescimento

da apatita.

Figura 5.4.4: Micrografias de superficie das amostras 60%HAB-40%PVDF sinterizadas expostas a
diferentes condigfes: (a) amostra que nédo foi imersa em SBF, (b) amostra que foi imersa em SBF
por 3 dias sem aplicacdo de campo elétrico e (c) amostra que foi imersa em SBF por 3 dias com
aplicagdo de campo elétrico.

Na Figura 5.4.5 séo apresentadas as micrografias dos compositos 60%HA -
40%PVDF que foram expostos a diferentes procedimentos: (a) amostra que ndo foi
imersa em SBF, (b) amostra que foi imersa em SBF por 7 dias sem aplicacdo de campo
elétrico e (c) amostra que foi imersa em SBF por 7 dias com aplicacdo de campo
elétrico. A influéncia do SBF nos compdsitos imersos por 7 dias, micrografias (b) e (c),
foi significativa, visto a diferenca ao comparar com a micrografia (a) do compdsito
antes da imersdo. Os compdsitos, sem aplicacdo de campo elétrico (b) e com aplicacéo

de campo elétrico (c) apresentaram morfologias com aspecto “craquelado”, com a




presenca de trincas e novos nulcleos de apatita sobre a camada nucleada. Nessa
perspectiva é dificil observar diferenca significativa entre as amostras, pois a apatita
recobriu a superficie de ambas por igual.

Figura 5.4.5: Micrografias de superficie das amostras 60%HAB-40%PVDF sinterizadas expostas a
diferentes condigfes: (a) amostra que nédo foi imersa em SBF, (b) amostra que foi imersa em SBF
por 7 dias sem aplicacdo de campo elétrico e (c) amostra que foi imersa em SBF por 7 dias com
aplicacao de campo elétrico.

Na Figura 5.4.6 sdo apresentadas as micrografias de fratura das amostras de
PVDF, HAB e dos compdsitos 60%HAB-40%PVDF que foram submetidas ao teste de
bioatividade em diferentes condicGes. O intuito de analisar em outra perspectiva é de
medir a espessura da camada de apatita nucleada. Em (a), (b), (c) e (d) sdo mostradas as
micrografias das amostras com (C.E. = 0 V/mm). Nas imagens (e), (f), (g) e (h)
referem-se as amostras que foram submetidas a aplicacdo de campo elétrico por 12
horas diarias (C.E. = 0,308 VV/mm).
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Figura 5.4.6: Micrografia de fratura das amostras que foram imersas em SBF expostas a
diferentes condi¢Bes. Coluna das amostras que ndo receberam aplicacdo de campo elétrico,
micrografias (a), (b), (c) e (d) e coluna das amostras com aplicacdo de campo elétrico, micrografias

(€). (1), (9) e (h).

Na Figura 5.4.6 ao comparar as micrografias (a) e (e) que sdo referentes as
amostras de PVDF, observa-se uma morfologia com aspecto de “rasgado”, que ocorreu

devido ao processo de fraturar as amostras. Ainda com relagéo as regides fraturadas do




polimero, nota-se que ndo houve a formacéo da camada de apatita, como esperado, visto
que o PVDF apresenta biocompatibilidade em meio fisiologico, possua ele a fase
piezelétrica ou ndo. Segundo Callegari e colaboradores (2004) [14], para formar uma
camada de apatita sobre um material, 0 mesmo deve ser bioativo, 0 que ndo acontece

com este polimero.

Observa-se nas imagens de fratura (b) e (f) da Figura 5.4.6, a nucleacao de
uma camada de apatita na superficie de ambas as amostras de HAB. A amostra referente
ao HAP submetida ao teste de bioatividade (C.E. = 0 V/mm) (b), apresenta a nucleacéo
de uma camada de apatita com aproximadamente 10,6 um de espessura, enquanto que o
HAPB imerso em SBF e submetido a aplicagdo de campo elétrico, micrografia (f), a
camada de apatita nucleada atingiu 10,1 pm de espessura. Nota-se que ndo houve
diferenca significativa ao comparar as duas amostras de fosfato de calcio bifasico,

submetidas aos testes de bioatividade por 7 dias com condigOes diferentes.

As micrografias (c) com (C.E. = 0 V/mm) e (g) com (C.E. = 0,308 V/mm)
da Figura 5.4.6, sdo dos compositos 60%HAB-40%PVDF que foram submetidos ao
teste de bioatividade por 3 dias. No compésito da micrografia (c) nota-se a nucleacéao de
uma camada de apatita, com espessura de 4,54 um, também observa-se a presenca de
possiveis nucleos sobre a camada formada. Na micrografia (g) do compdsito que foi
submetido a aplicacdo de campo elétrico, a camada formada obteve espessura de
aproximadamente 5,09 um, com a presencga de varios nucleos. Observa-se que a amostra
(c) e (g) apresentaram pouca diferenca na espessura da camada formada, porém deve-se
ressaltar que a camada encontrada na imagem (c), ndo foi nucleada em toda a superficie

da amostra, como visto na micrografia (b) da Figura 5.4.4 mostrada anteriormente.

Também na Figura 5.4.6 sdo mostradas as micrografias (d) (C.E. =0 V/mm)
e (h) (C.E. = 0,308 V/mm) dos compositos 60%HAB-40%PVDF que foram imersos em
SBF por 7 dias. Na micrografia (d), é possivel notar a presenca de uma camada de
apatita uniforme nucleada na superficie da amostra, essa camada atingiu espessura
aproximada de 15 um. Toda via o composito referente a micrografia (h), que recebeu 12
horas diarias de campo elétrico formou uma camada mais irregular, com variagdo
significativa na espessura da camada nucleada, sendo de aproximadamente 11 um na
regido mais fina e de aproximadamente 18 um na regifes mais espessas da camada, nos

globulos.




De modo geral, as alteragcBes que ocorreram nos compositos 60%HAB-
40%PVDF sob influéncia de campo elétrico e que ndo ocorreu na amostra de HAR,
indica que pode existir uma relacdo entre a propriedade piezoelétrica do polimero, o
campo aplicado e o crescimento de apatita. As propriedades podem ter sido ativadas
pelo campo externo modificando as cargas superficiais e facilitando o crescimento de

apatita.

5.5. Teste in vitro com aplicacéo de campo magnético

Na Figura 5.5.1 observa-se os espectros de absorbancia dos compdsitos
30%HAB-50%PVDF-20%Fe;04. O espectro (a) corresponde a amostra que ndo foi
imersa em SBF. Os espectros (b) (C.M. = 0 Oe) e (¢c) (C.M. = 6 Oe), referem-se as
amostras imersas em SBF por 3 dias. Os espectros (d) (C.M. =0 Oe) e (e) (C.M. =6
Oe) séo de amostras compostas imersas em SBF por 7 dias.

No espectro (a) da Figura 5.5.1, foram identificadas as bandas de absorcéo
488, 766, 796, 875, 1184 e 3023 cm™ correspondentes a fase a e as bandas 511, 840,
1273 e 1428 cm™ atribuidas a fase p do PVDF [71, 137, 153]. A banda em 1404 cm™
pode ser caracterizada como pertencente a fases a, 3 ou y, enquanto que a banda em
1450 cm™ é definida por ser um defeito na cadeia do polimero [136]. Também foram
identificados grupamentos de CH,, referentes aos modos de vibragdo 2850 e 2920 cm™.
A fase B-TCP foi detectada em 980 cm™, enquanto que a fase hidroxiapatita foi
identificada nas bandas 569, 601, 962, 1034 e 1092 cm™. Por sua vez, a magnetita foi

caracterizada pela ligagdo Fe-O na banda 442 cm™.

Ainda no espectro (a) ocorreram sobreposi¢do de bandas referentes aos trés
precursores PVDF, HAP e Fe30q4, utilizados na produgdo da amostra. No primeiro caso
foi em torno de 470 cm™, visto que o PVDF possui uma banda na fase p em 472 cm™ e
o HAP possui uma banda em 474 cm™. No segundo caso a sobreposicdo ocorreu na
banda 631 cm™, pois na magnetita essa banda corresponde a ligagdo Fe-O, enquanto que

na fase hidroxiapatita a banda 630 cm™ é relacionada aos fons OH™ [33,147-150].

Observa-se na Figura 5.5.1 os espectros (b) (C.M. =0 Oe) e (c) (C.M. =6
Oe), referentes aos compositos que foram imersos em SBF por 3 dias. Nota-se




significativa semelhanca entre os espectros (a), (b) e (c) com excecdo das bandas em
875 e 980 cm™. Em 875 cm™ hé possibilidade da banda corresponder ao grupamento
COs?, visto que as amostras referentes aos espectros (b) e (c) foram imersas em SBF.
Observa-se também que houve o desaparecimento da banda 980 cm™, isso pode ter

ocorrido devido a deposi¢cdo na amostra de alguns cristais contidos na solucao de SBF.

Ainda na Figura 5.5.1 observa-se que os espectros (d) e (e) apresentaram
caracteristicas que comprovam a formacéao de apatita. A presenca de bandas referentes
aos grupos carbonato e fosfato, o desaparecimento da banda 630 cm™ e de bandas de
PVDF confirmam a nucleacdo de uma camada de apatita carbonatada na superficie da
amostra. Deve-se ressaltar, entretanto que a amostra com (C.M. = 0 Oe), espectro (d)
apresentou bandas em 840, 1184, 1273 e 1404 cm™ referentes ao polimero que ndo
ocorrem no espectro () com (C.M. = 6 Oe). A existéncia de algumas bandas referentes
ao precursor PVDF a mais, pode ter ocorrido devido a camada ndo ter sido nucleada em

toda a superficie da amostra ou devido a presenca de fendas na camada nucleada.
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Figura 5.5.1: Espectros de absor¢do na regi@o do infravermelho dos compositos 30%HASB-
50%PVDF-20%Fe;0,4. Espectro (a) referente ao compdsito que ndo foi imerso em SBF e espectros
(b), (c), (d) e (e) sdo dos compositos que foram imersos em SBF submetidos a diferentes condices.




Na Figura 5.5.2 sdo apresentadas as micrografias de superficie das amostras
de PVDF, sendo em (a) amostra sinterizada e lixada que ndo foi imersa em SBF, em (b)
amostra com (C.M. = 0 Oe) imersa em SBF por 7 dias e em (c) amostra que foi imersa
em SBF por 7 dias e submetida a aplicacdo de campo magnético por 24 horas diarias.
Nota-se que assim como nas amostras poliméricas analisadas na Figura 5.4.2, nestas, 0s
diferentes procedimentos também ndo influenciaram de modo significativo para alterar
a morfologia da superficie das amostras de PVDF. As micrografias (a), (b) e (c)
apresentam morfologias semelhantes, com a existéncia de ranhuras provindas do
processo de preparo das pastilhas e em nenhuma das amostras foi possivel encontrar

evidencias de nucleacgdo de apatita, como esperado.

Figura 5.5.2: Micrografias de superficie das amostras de PVDF sinterizadas expostas a diferentes
condicBes. Em (a) amostra que ndo foi imersa em SBF, (b) amostra que foi imersa em SBF sem
aplicagdo de campo magnético e (c) amostra que foi imersa em SBF com aplicagdo de campo
magnético.

Observa-se na Figura 5.5.3 as micrografias de amostras de HAB que foram
expostas a diferentes procedimentos. Em (a) é mostrada a superficie da amostra que nao

foi imersa em SBF (analisada anteriormente na Figura 5.4.3), em (b) e (c) sdo referentes
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as amostras que foram submetidas ao teste de bioatividade por 7 dias, sendo
respectivamente, sem aplicacdo de campo magnético e com aplicacdo de campo
magnético. Nota-se que nas amostras que foram imersas, micrografias (b) e (c) houve a
nucleacdo da camada de apatita, verifica-se uma superficie irregular que cobre o
substrato da amostra, com aspecto “craquelado” e com presenga de trincas. Porém,
deve-se ressaltar que ambas as amostras da Figura 5.5.3 (b) e (c) apresentaram
“craquelados” com tamanhos menores, quando comparados com o tamanho dos
“craquelados” observados nas micrografias de HAB (b) e (c) da Figura 5.4.3. A
presenca desses “craquelados” nas amostras de HAP, indica a bioatividade da amostra

que foi imersa no fluido corporeo simulado.

. s L A TR T
Figura 5.5.3: Micrografias de superficie das amostras de HAP sinterizadas expostas a diferentes
condicBes. Em (a) amostra que ndo foi imersa em SBF, (b) amostra que foi imersa em SBF sem
aplicagdo de campo magnético e (c) amostra que foi imersa em SBF com aplicagdo de campo
magnético.

Na Figura 5.5.4 a micrografia (a) é referente ao composito 30%HAB-
50%PVDF-20%Fe30,4 que ndo foi imerso em SBF. Nesta, observa-se uma superficie

regular com a presenca de ranhuras, que foram realizadas durante o preparo da amostra.




Ao comparar a micrografia (a), com as micrografias (b) (C.M. =0 Oe) e (c) (C.M. =6
Oe) dos compdsitos que foram submetidos ao teste de bioatividade por 3 dias, nota-se
diferenga significativa na morfologia das amostras que foram imersas. Nas micrografias
(b) e (c), observa-se que ndo é possivel visualizar a formacdo de uma camada de apatita
espessa. Porem, esse fato ndo descarta a possibilidade de formacao de apatita, visto que
a magnificagdo utilizada nessa perspectiva poderia ser um obstaculo para visualizar uma
possivel camada de apatita ténue.

Figura 5.5.4: Micrografias de superficie dos compésitos 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,
sinterizados sob diferentes condi¢gdes. Em (a) amostra que ndo foi imersa em SBF, (b) amostra que
foi imersa em SBF por 3 dias sem aplicagdo de campo magnético e (c) amostra que foi imersa em
SBF por 3 dias com aplicacdo de campo magnético.

Ao contrario do observado nas micrografias das amostras 30%HAp-
50%PVDF-20%Fe3;0,4 imersas por 3 dias em SBF, 0s compdsitos imersos por 7 dias em
SBF apresentaram comportamentos diferentes, visto na Figura 5.5.5. Nas micrografias
(b) (C.M. =0 Qe) e (c) (C.M. = 6 Oe) é possivel visualizar a nucleacdo da camada de




apatita cobrindo toda a superficie da amostra com aspecto “craquelado”, com a presenca

de trincas e novos nucleos de apatita sobre a camada ja formada.
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Figura 5.5.5: Micrografias de superficie dos compésitos 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,
sinterizados. Em (a) amostra que n&o foi imersa em SBF, (b) amostra que foi imersa em SBF por 7
dias sem aplicagdo de campo magnético e (c) amostra que foi imersa em SBF por 7 dias com
aplicacdo de campo magnético.

Observa-se em outra perspectiva, na Figura 5.5.6 as micrografias de fratura
das amostras que foram submetidas ao teste de bioatividade, sem aplicacdo de campo
magnético micrografias (a), (b), (c) e (d) e com aplicacdo de campo magnético imagens
(e), (f), (g) e (h). Nota-se que ambas as amostras de PVDF, micrografia (a) e (e), ndo

possuem nucleacdo de apatita, como esperado.

Ao contrario das amostras de PVDF, observa-se nas imagens de fratura (b) e
(f) da Figura 5.5.6, a espessura da camada de apatita na superficie de ambas as amostras
de HAB. A amostra referente ao HAB submetida ao teste de bioatividade sem aplicacéo
de campo magnético (b), houve a nucleacdo de uma camada de apatita com
aproximadamente 3,44 um de espessura. Enquanto que o HAB com aplicacdo de campo

magnético micrografia (f), a camada de apatita nucleada atingiu 3,27 um de espessura.




Nota-se que ndo houve diferenca significativa ao comparar as duas amostras de fosfato

de célcio bifasico, submetidas aos testes de bioatividade em condi¢des diferentes.

Os compositos que foram imersos em SBF por 3 dias, micrografias (c)
(CM. = 0 Oe) e (g (C.M. = 6 Oe) apresentaram morfologias com aspectos
semelhantes, em que ndo foi possivel identificar a nucleagdo de uma camada de apatita.

Ainda na Figura 5.5.6 sdo mostradas as micrografias (d) (C.M. =0 Qe) e (h)
(C.M. =6 Oe) dos compositos que foram imersos em SBF por 7 dias. Em (d), € possivel
notar a presenca de uma camada de apatita nucleada na superficie da amostra, essa
camada atingiu espessura aproximada de 2,95 um. Enquanto que o compasito referente
a micrografia (h), a espessura da camada nucleada foi de aproximadamente 3,18 um.
Observa-se que as amostras das micrografias (d) e (h), apresentaram pouca diferencga na

espessura da camada, porém a amostra com campo magnético cresceu mais apatita.
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Figura 5.5.6: Micrografias de fratura das amostras que foram imersas em SBF expostas a
diferentes condigdes. Coluna das amostras que ndo receberam aplicacdo de campo magnético,
micrografias (a), (b), (c) e (d) e coluna das amostras com aplicacdo de campo magnético,

micrografias (e), (f), (g) e (h).




Apods realizar anélise de ATR e MEV em todas as amostras dos compositos,
tanto para o teste com campo elétrico como para o teste com campo magnético.
Verificou-se que ambas as andlises serviram de complemento uma a outra, exceto para
0s compositos 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;O,4 que foram imersos em SBF por 3 dias.
Nessas amostras ndo foi possivel identificar a camada nucleada. Nesse sentido sdo
mostradas na Figura 5.5.7 as micrografias e seus respectivos EDS dos compositos, sem
aplicacdo de campo magnético e com a aplicacdo de campo magnético.

Observa-se que os resultados obtidos dos compaositos sem campo magnético
(@), (b), (c) e o EDS (d), comparado com os resultados do compoésito com campo
magnético (e), (f), (g) e 0 EDS (h) permitem analises bastante contundentes. As imagens
confirmam que o biocompdsito, quando submetido a campo magnético por 3 dias no
experimento com o SBF, fica completamente recoberto por uma camada de apatita,
enquanto que o biocomposito sem aplicacdo de campo magnético fica parcialmente
(com poucas areas) recoberto pela apatita. Esse resultado confirma a intensificacdo da

formacédo da apatita induzida por campo magnético.
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Figura 5.5.7: Micrografias e EDS de superficie dos compdsitos 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0, que
foram imersos em SBF por 3 dias. (a), (b), (c) e (d) sdo referentes a amostra sem aplicacdo de
campo magnético. (e), (f), (g) e (h) sdo da amostra com aplicacdo de campo magnético.




A comparacdo do padrdo de difracdo de raios X obtido dos
biocompositos (Figura 5.5.8) revela o crescimento de apatita (0sso sintético) induzido
pelo campo magnético. Esse fendmeno pode ser constatado nos picos de difracéo
localizados na direcdo (002) os quais correspondem simultaneamente as energias Ka e
Kp do difratograma de raios X, utilizando um feixe de raios X com alvo de molibdénio.
Esses picos mais intensos sdo caracteristicos do padréo de difracdo obtido da estrutura
de apatitas crescidas superficialmente nas amostras em experimentos com SBF [136].
Observa-se que na amostra que nao houve aplicacdo de campo magnético nao foi
possivel verificar a nucleacdo de apatita, provavelmente isso tenha ocorrido devido ao

fato da &rea nucleada ser pequena, dificultando a localizacdo por meio desta técnica.
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Figura 5.5.8: Difratograma de raios X com angulo rasante, das amostras ternérias 30%HAp-
50%PVDF-20%Fe;0, que foram imersas em SBF por 3 dias: amostra sem aplicagdo de campo
magnético (em roxo) e amostra com aplicacdo de campo magnético (em preto).

Desse modo, pode-se afirmar que o campo magnético influéncia de modo
positivo para acelerar a nucleacdo de apatita. Visto os resultados de MEV, EDS e DRX
complementares das amostras com 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,4 que foram imersas

em SBF por 3 dias.




5.6. Discussao

Em suma, esta pesquisa teve por objetivo produzir biocompdsitos
multifuncionais a base de PVDF, fosfato de célcio e Fe3sO4 com propriedade magnética,
piezoelétrica e de bioatividade para aplicacBes ortopédicas. O principal intuito foi
analisar a influéncia da aplicacdo de campos elétrico e magnético alternados em
amostras imersas em SBF. De acordo com literatura, (tépico 2.9) existem diferentes
meios de promoc¢do e formas de estimulacdo extrinseca que podem ser utilizadas em
prol do reparo do tecido dsseo. Todavia, 0 metodo utilizado neste trabalho bem como os
biocompositos multifuncionais 60%HAB-40%PVDF e 30%HAB-50%PVDF-20%Fe30,,

que podem ser ativados por campo elétrico e magnético, sdo inéditos.

O efeito piezoelétrico inverso do composito 60%HAB-40%PVDF pode ser
ativado por meio de um campo elétrico externo capaz de acelerar a nucleacdo de apatita.
Por outro lado, o compdsito 30%HAB-50%PVDF-20%Fe3;O, foi proposto para ser
bioativo, piezoelétrico e magnético, em que o estimulo com campo magnético externo
possa Vvir a acelerar o crescimento de apatita, mediante a combinacdo de suas
propriedades. O fluxograma apresentado na Figura 5.6.1 facilita a compreensdo dos
fendmenos atrelados a esse processo. Assim, quando um campo magnético alternado é
aplicado ao compésito 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,4 causa vibragdes na magnetita,
devido as forcas magnéticas sofridas por ela. A vibracdo da magnetita induz vibragéo
em todo material e, consequentemente, essa vibracdo ativa o efeito piezoelétrico direto
na matriz polimérica de PVDF. O efeito piezoelétrico promoverd/rearranjara cargas
elétricas superficiais no biocomposito. A mudanga no arranjo de cargas superficiais
intensifica a bioatividade, ja que o processo de crescimento de apatita ocorre devido a

atracdo iGnica promovida pelas cargas superficiais.
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Figura 5.6.1: Fluxograma esquematico dos fendmenos decorrentes no compdsito 30%HAR-
50%PVDF-20%Fe;0, durante o processo de bioatividade intensificada por campo magnético
externo.

Na Figura 5.6.2 é apresentado um fluxograma esquematico dos fenémenos
decorrentes no composito 60%HAB-40%PVDF, durante o processo de bioatividade
intensificada por campo elétrico externo. No esquema, um campo elétrico alternado é
aplicado ao composito, que ativa o efeito piezoelétrico (existente no PVDF fase f3)
inverso. Neste processo ocorre deformagdo mecanica alternada, (movimento de
contracdo / expansdo), rearranjando as cargas elétricas na superficie do compdsito
(revertendo os polos elétricos negativos e positivos nas regides superficiais). Assim,

estimulando o crescimento de apatita acelerado por troca iénica.
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Figura 5.6.2: Fluxograma esquematico dos fendmenos decorrentes no compdsito 60%HAR-
40%PVDF durante o processo de bioatividade intensificada por campo elétrico externo.

Os resultados obtidos indicaram a catalise da bioatividade do compdsito
60%HAB-40%PVDF imerso em SBF por 3 dias sob aplicagdo de campo elétrico.
Observou-se que houve um crescimento acelerado de apatita, 0 qual ocorreu devido a
acdo do estimulo externo do campo elétrico no composito que possui fase piezoelétrica,
resposta ferroelétrica e bioatividade. Da mesma forma, os resultados do compdsito
30%HAB-50%PVDF-20%Fe3;04 imerso em SBF por 3 dias sob aplicagdo de campo
magnético, também indicaram catalise no crescimento 6sseo sintético, que ocorreu por
causa da acdo do estimulo externo campo magnético no composito. Assim, tanto a
ativacdo do efeito piezoelétrico direto quanto do inverso afetam o potencial bioativo dos
compésitos. Diante do exposto é evidente que os biocompdsitos e as técnicas
desenvolvidas sdo promissoras. Assim, no presente trabalho foi comprovada por meio
de uma investigacdo diferenciada, a capacidade de campos alternados (elétrico e
magnético) em acelerar o crescimento de apatita in vitro. O desenvolvimento desse
trabalho resultou no depésito da patente BR1020180164953, além de apresentar
potencial para ser empregado em futuras proteses avancadas, confeccionadas com o0s
biocompositos multifuncionais que possam vir a acelerar o processo de cura em

cirurgias ortopédicas.




6. CONCLUSAO

Com base nos objetivos propostos e nos resultados obtidos das amostras de
PVDF, HAP ¢ dos compositos 60%HAB-40%PVDF e 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,4

pode-se chegar as seguintes conclusoes:

Na analise de difracdo de raios X, realizada nas amostras antes de serem
imersas em SBF, foi verificado que o HAP pode ser classificado como uma ceramica
bifasica, devido presenca das fases cristalinas HAp e B-TCP. No difratograma do PVDF
foi possivel identificar a fases o ¢ com maior dificuldade a fase . A precursora FezOy
foi identificada somente com a fase magnetita. No compdsito 60%HAB-40%PVDF foi
detectado no difratograma as fases referentes ao HAP e uma pequena elevacao referente
ao precursor PVDF. J& no compdsito ternario 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,4 foram
identificadas as fases referentes aos trés precursores PVDF, HAP e Fe30,.

Por meio da analise de magnometria de amostra vibrante foi possivel
observar um comportamento superparamagnético da magnetita e do compdsito. Apesar
do composito 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,4, conter 80% de material diamagnético
ainda foi possivel obter resposta magnética, resultado esse, essencial para a aplicacao

que se almeja.

A caracterizagcdo ferroelétrica revelou na amostra de HAB um
comportamento quase paraelétrico, sobreposto com uma pequena curva de histerese,
enquanto que o PVDF apresentou uma histerese ferroelétrica, com resposta ndo tdo
elevada. No compdsito 60%HAB-40%PVDF foi possivel verificar também a existéncia
de histerese ferroelétrica, atestando seu carater polar.

A andlise de FTIR-ATR possibilitou identificar as bandas do precursor
PVDF, e a partir de entdo calcular o percentual de fase B. Os resultados revelaram que 0
método utilizado para sinterizar a amostra em pastilha é promissor. Visto que houve
aumento expressivo no percentual da fase B, facilidade no processo de produgédo quando
comparado com amostras em filmes, e a pequena diferenca entre a porcentagem de fase
[ obtida na pesquisa em comparagdo com outros resultados (que utilizam técnicas mais

elaboradas).

O SBF utilizado na pesquisa foi sintetizado com sucesso, pois o0s resultados

indicaram nucleacdo de apatita nas amostras bioativas padroes de HAP.




Conclui-se que tanto a aplicacdo de campo elétrico, quanto a aplicacdo de

campo magnético influenciaram positivamente acelerando o crescimento de apatita,

visto os resultados de FTIR-ATR, MEV e DRX das amostras compostas imersas por 3

dias em SBF (grupo controle) em comparacdo com 0s respectivos (grupo teste).

Observou-se que ha uma relacdo direta entre a espessura da camada de

apatita e o tamanho da area “craquelada”, quanto mais espessa for a camada nucleada

maior € a area “craquelada”.

6.1. Perspectivas

v

v

v

v

Investigar a bioatividade de amostras com 60%HApB-40%PVDF com
aplicacdo de campo elétrico e 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;O, com
aplicacdo de campo magnético, imersas em SBF em intervalo de tempo
diferentes como 1 dia, 2 dias, 4 dias e assim por diante;

Investigar diferentes configuracdes (frequéncia, amplitude, tempo de
aplicacdo) com o uso de campo elétrico e/ou campo magnético;

Procurar entender as trocas ibnicas que ocorrem entre 0s compoésitos
60%HAB-40%PVDF e 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;O4 com o fluido
corporeo simulado;

Entender como se comporta a “sopa de ions” (SBF), com a aplicacéo de
campo elétrico e campo magnético;

Buscar aperfeicoar amostras (pastilhas) de PVDF com maior quantidade
possivel de fase B, para depois produzir amostras compostas;

Imergir amostras de compdsitos com 60%HAB-40%PVDF e 30%HApB-
50%PVDF-20%Fe30,4 por varios dias em SBF, com intuito de avaliar o
comportamento da formacdo da camada de apatita apos os sete dias, que

é o intervalo que se conhece até 0 momento;

Analisar as propriedades mecénicas e térmicas nos compositos com
60%HAB-40%PVDF e 30%HAB-50%PVDF-20%Fe;0,4 € comparar com
resultados da literatura;

Utilizar os compdsitos, com matriz polimérica, para sintetizar filamentos

para impressora 3D e com eles imprimir pecas de substituicdes Osseas




com encaixe perfeito, 0 que aprimora e também acelera o processo de
cura;

v Com o uso da técnica de impressdo 3D buscar também imprimir matrizes
porosas tridimensionais (scaffolds), projetados para serem arcaboucos
para o crescimento de tecido 0sseo;

v Apés definir a melhor configuragdo de campo elétrico e campo

magnético, realizar experimento in vivo.
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