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RESUMO: O reparo fisiologico do tecido osseo ¢ inviavel dependendo da extensdo e gravidade da lesdo, os
aloenxertos sdo uma alternativa como auxilio na neoformacgdo tecidual. Nanofibras de celulose (NFCs) e
fosfato de calcio bifasico (BCP) foram utilizados na sintese e caracteriza¢do de compositos nanoestruturados
para potencial aplicagcdo como enxerto osseo. NFCs foram produzidas por hidrolise acida a partir de algodao
comercial com rendimento superior a 90%, diametro médio de 12,75nm e indice de cristalinidade igual a 80%.
As amostras foram feitas nas proporgoes 100:0, 75:25, e 60:40 de BCP ¢ NFC respectivamente, e sua
caracterizag¢do indicou integragdo entre as fases, hidrofilicidade, poros na ordem de 10um e drea superficial
semelhante a de enxertos comerciais. A incorpora¢do de NFC ao BCP levou a um aumento da area superficial
do particulado 75:25; no entanto, sua facilidade de aglomeragdo provocou o efeito contrario quando
adicionado em excesso no particulado 60:40.

ABSTRACT: The physiological repair of the bone tissue is not feasible depending of the lesion extent and
severity, allografts are an alternative as an aid in the tissue neoformation. Cellulose nanofibers (NFCs) and
biphasic calcium phosphate (BCP) were used in the synthesis and characterization of nanostructured
composites for potential application as bone graft. NFCs were produced by acid hydrolysis from commercial
cotton with yield greater than 90%, average diameter of 12.75nm ad crystallinity degree 80%. The samples
were made in proportions of 100:0, 75:20 and 60.:40 of BCP and NFCs respectively, and their characterization
indicated integration between the phases, hydrophilicity, pores in the order of 10um and a similar surface area
compared to commercial grafts. Incorporation of NFC to BCP led to an increase of the surface area in the
75:25 particulate; however, its easy agglomeration caused the opposite effect when added in excess in 60:40
particulate.

1. INTRODUCAO

A qualidade de vida de um individuo est4 diretamente ligada a saude dos ossos, porque
esse tecido atua na sustentacdo de tecidos moles e musculatura, locomog¢do do corpo,
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protecdo de oOrgdos vitais, armazenamento de triglicérides, hematopoiese e homeostase
mineral (TORTORA; DERRICKSO, 2012). Quando lesionados, os 0ssos possuem uma
enorme capacidade de regeneragdo. Entretanto, a eficacia do reparo depende da extensdao da
lesdo. Peterson (2004) estima que a separacdo maxima entre duas extremidades Osseas para
que as caracteristicas do tecido sejam mantidas ap6s o reparo fisioldgico é aproximadamente
1 milimetro. Caso contrario, as extremidades ndo se unirdo ou ocorrera uma depressao na
area reparada, podendo levar a defeitos funcionais e/ou estéticos ao individuo. Nesse caso
faz-se necessario o uso de enxertos dsseos que auxiliem a neoformacgao tecidual (NOORI et
al.,2017; CHEN et al., 2016).

Enxertos autégenos, cujo doador € o proprio paciente, sdo ideais devido a elevada
imunocompatibilidade. No entanto, sdo limitados quanto a disponibilidade éssea e aumento
dos riscos operatorios e pos-operatorios no paciente (CHEN et al., 2016; NOORI et al.,
2017). A engenharia de tecidos tem avangado, portanto, em pesquisas de enxertos
aloplasticos, substitutos dsseos sintéticos com possibilidade de produgdo em escala industrial,
mas que muitas vezes necessitam de tratamentos para elevacao do grau de osteogenicidade e
osteocondutividade (STEIN, 2009).

Um constructo ideal para engenharia de tecidos, denominado scaffold, além de ser um
suporte apropriado para regeneragdo tecidual deve conter também uma fonte de células,
fatores de crescimento e de diferenciacdo. Dentre as caracteristicas desejaveis de um scaffold
para reconstru¢do de tecido dsseo pode-se destacar: biocompatibilidade, biodegradabilidade,
osteocondutividade, propriedades mecanicas adequadas, facilidade de produ¢do, manuseio e
esterilizagdo (SEO et al., 2015; NOORI et al., 2017). Uma matriz porosa com poros
interconectados € importante para que ocorra vascularizagdo e a invasdao celular no
biomaterial, interferindo assim na organizagdo do tecido formado. Bose et al. (2012) relatam
que poros com 100um de didmetro ja seriam suficientes para a vascularizag¢do do tecido, mas
insatisfatorios para a infiltragdo celular. Seo et al., (2015) descrevem para os tecidos 0sseos
esponjosos uma porosidade entre 50% e 90% e poros com diametro de aproximadamente 1
mm. Desta forma, enxertos alopldsticos com capacidade osteogénica devem apresentar
porosidade acima de 50% e poros com diametro superior a 100pm.

Entre os biomateriais que se destacam nessa area, encontram-se os fosfatos de calcio,
como a hidroxiapatita e o trifosfato de célcio (B-TCP). Esses materiais sdo quimicamente ¢
biologicamente similares a fase mineral do osso nativo. S3o, portanto, biocompativeis,
osteocondutivos e bioativos, se ligando facilmente ao tecido adjacente. Entretanto, sua
fragilidade torna impossivel o seu uso isoladamente como um substituto dsseo temporario.
Em contrapartida, a ductilidade e resisténcia ao impacto dos polimeros contrasta com as
limitagdes dos ceramicos para essa aplicacdo (YAN et al., 2017). Ambas as classes de
materiais, ceramicos e poliméricos, sdo por isso amplamente estudados na constru¢do de
scaffolds compositos. Isto €, materiais multifdsicos em que os constituintes de cada fase
imprimem novas propriedades ao material formado, baseadas em suas caracteristicas
individuais (CHEN et al., 2016).

Entre os polimeros naturais, a celulose ¢ extremamente abundante podendo ser
encontrada em plantas, na parede celular de bactérias ¢ em alguns animais marinhos
(NAKASHIMA et al., 2010), e pode ser sintetizada por fungos. A celulose ¢é um



homopolimero de cadeia rigida com repetigdes celoboise, formadas por duas moléculas de
glicose esterificadas por ligacdes B-1,4 glicosidicas (SOLOMONS, 2002). Devido a notaveis
propriedades fisicas como elevada resisténcia mecanica, biodegradabilidade e baixa
toxicidade, a nanocelulose tem sido amplamente estudada como material biomimético (LIN;
DUFRESNE, 2014). Rao e colaboradores (2017) reforga ainda que a baixa densidade e
elevada razao de aspecto desses materiais os colocam como promissores materiais de reforco
em biocompositos.

Compositos sdo materiais cuja fase de maior propor¢do (fase continua) envolve uma
fase dispersa (refor¢o), o aglutinando, estabilizando e protegendo. A matriz suporta maior
parte da carga aplicada e confere acabamento. O reforgo absorve parte das cargas aplicadas, e
restringe 0 movimento da matriz melhorando a resisténcia mecanica (FLAMINIO; PARDINI,
2006). Dois exemplos sdo os trabalhos de Salama (2015) e Yan et al. (2017). Salama (2015)
produziu compdsitos com poli(acido acrilico), celulose e fosfatos de célcio para aplicacdo em
regeneragdo Ossea ¢ Yan et al. (2017), com o mesmo objetivo, produziu compositos de
nanohidroxiapatita refor¢ados com poly(L-acido latico). Ambos obtiveram resultados
promissores, incluindo biocompatibilidade in vivo.

1. 2 Fosfato de Calcio Bifasico (BCP)

Fosfatos de célcio sdo biocompativeis devido a composi¢do semelhante a fase mineral
de ossos, dentes e tecidos calcificados. Esses materiais sdo soluveis em agua, possibilitando a
troca de ions Ca?" e POs* com o meio bioldgico, sendo assim bioativos, e facilitadores do
crescimento e da regeneracdo Ossea (GUASTALDI; APARECIDA, 2010). Em scaffolds, as
taxas de degrada¢do do material e de proliferagdo 6ssea devem ser equivalentes para que o
tecido em construgdo ocupe o espago anteriormente ocupado pelo biomaterial sintético.
Pode-se dizer que a solubilidade, e consequente taxa de degradagdo dos fosfatos de calcio
decresce com o aumento da razdo Ca/P. A hidroxiapatita (HA), de formula quimica
Cai9(PO4)s(OH),, possui taxa de degradacao muito lenta em relagdo a proliferagdo dssea. O
fosfato tricalcico (B-TCP), Ca3(POs4)2, em contrapartida, degrada-se rapidamente (ERGUN, et
al., 2011; YAN et al., 2017). Por isso, nos ultimos trinta anos tem sido usual a produgdo de
fosfatos de calcio bifasicos, isto ¢, que apresentem HA e B-TCP em sua composi¢do, visando
controlar a taxa de degradagdo (GARAI; SINHA, 2016).

1.3 Nanofibras de Celulose (NFCs)

A celulose ¢ um polimero natural, renovavel e biodegradavel que pode ser obtido de
plantas, ou sintetizado por fungos e bactérias. Nos sistemas biologicos microfibrilas
cristalinas sdo envolvidas por uma matriz amorfa de lignina e hemicelulose. Essas regides
amorfas agem como deformagdes estruturais que, quando submetidas ao ataque acido, sdo
mais susceptiveis a ruptura transversal das fibras, produzindo nanofibras no formato de
agulhas. Quando em escala nanométrica, a celulose possui excepcionais caracteristicas como:
elevada razdo de aspecto, elevada resisténcia mecanica (o modulo de Young pode chegar até
138GPa) e baixa densidade (1,5g/cm?); propriedades que a habilitam como refor¢o em
nanocompositos mais resistentes e leves (CHEN et al., 2016; MORAES et al., 2016).

O algodao comercial ¢ uma excelente fonte de NFCs por ser constituido de microfibras



de celulose em quase sua totalidade. Entretanto, para obtencdo desse material em escala
nanométrica faz-se necessario que o mesmo seja hidrolisado com acido (NASCIMENTO et
al., 2015; MORAES et al., 2016). A hidrélise acida das microfibras ¢ comumente realizada
com os acidos sulfurico e cloridrico. O éacido sulfurico mantém a suspensao estavel devido a
incorporagdo de grupos sulfato a celulose, entretanto, essa incorporagdo exerce efeito
catalitico nas reagdes de degradagdo térmica. A substituicdo de hidroxilas por grupos sulfatos
também diminui a energia de ativacao para degradacdo das cadeias. O uso de acido cloridrico,
por sua vez, aumenta a estabilidade térmica, mas repetidas lavagens com agua retiram os
cloretos e a forga de repulsdo eletrostatica que ele gera, permitindo a formagao de agregados.
Fatores como tempo e temperatura de reagdo, vigorosidade da agitagdo mecanica e
concentracdo dos 4cidos influenciam nas propriedades e caracteristicas das nanofibras de
celulose obtidas (TEIXEIRA et al., 2010; TAIPINA et al., 2012; CHEN et al., 2016).

Diante do exposto e visando a producdo de um material poroso para possivel
recuperagdo tecidual oOssea, foram produzidos e caracterizados fisico-quimicamente
compositos formados por fosfato de célcio bifasico reforcados com nanofibras de celulose
em diferentes proporgdes.

2. METODOS
2.1 Sintese do Fosfato de Calcio Bifasico (BCP)

A sintese do BCP foi realizada a partir da dissolu¢do de hidroxido de calcio (Ca(OH),)
e fosfato de calcio monobasico hidratado (Ca(H2PO4)2.H20), em agua deionizada, conforme
a reagdo de precipitagdo descrita na equagao 1.

7 Ca(OH): @aq) + 3 Ca(H2P04)2.H20aq) — Caio(PO4)s(OH): | + 15 H20q) (1)

A suspensdo foi mantida em repouso por 24 horas para a decantacdo, o sobrenadante
foi descartado e o precipitado seco a 150°C por 120 horas. Posteriormente, o material foi
sinterizado a 900°C durante 4 horas, triturado no gral e peneirado a fim de se obter uma
granulometria entre 38 e 53 pm.

2.2 Caracterizacao do BCP

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) foi realizada no microscopio Shimadzu,
modelo SSX-550, acoplado a analise de composi¢do quimica por espectroscopia de dispersao
de raios-X (EDS). A andlise granulométrica foi realizada pelo método de espalhamento de
luz em um granulometro a laser, Cilas 1090. Para andlise da cristalinidade do material e
constituicdo das fases, foi feita a difracdo de raios-X (DRX) utilizando o difratdmetro
Shimadzu XRD-7000, utilizando um tubo de radia¢io de CuKa (A=1,5418A, 40kV, 30mA).
A amostras foram analisadas em angulos de varredura de 10 a 80° (20), num passo de 0,02°,
com intensidades registradas a cada 40s.



2.3 Sintese de NFCs

As NFCs foram obtidas por meio de hidrélise acida como previamente reportado por
Taipina (2012) com pequenas alteragcdes. Uma solucdo acida foi preparada com concentragdo
de 2,2mol/L de HCI e 3,62mol/L de H>SO4, mantida a 65°C, e vertida sob uma amostra de
algodao comercial seguindo a propor¢do de lg de algoddao para 33,3mL de solugdo. A
mistura foi mantida sob agitagdo magnética a 65°C por 75 minutos, € entdo neutralizada com
NaOH até obten¢ao de pH neutro. Apds as NFCs decantarem, o sobrenadante foi retirado ¢ a
amostra foi lavada com agua destilada e, posteriormente, seca em estufa a 60°C por 24 horas.
O gral foi utilizado para obtenc¢ao do p6 desejado.

2.4 Caracterizacao das NFCs

Andlises de microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram realizadas no
equipamento Tecnai G2-20 - SuperTwin FEI-200Kv, operado a 200kV com tensdo variavel
de 60kV, resolucao de linha de 0,10nm e de ponto de 0,24nm. As amostras submetidas a
microscopia eletronica foram previamente preparadas com solugdo contraste de 2% de
acetato de uranila, conforme procedimento descrito por Teixeira et al. (2010). A composi¢ao
quimica das NFCs foi obtida por meio de espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourrier (FTIR) utilizando o equipamento Nicolet Thermo Scientific 380 com cristal de
seleneto de zinco e faixa espectral variando de 400 a 4000cm™ com resolu¢do de 4cm™. A
cristalinidade do material foi avaliada a partir das analises de DRX utilizando os pardmetros
anteriormente descritos. O indice de cristalinidade (L) foi calculado utilizando a equagao 2,

I = (Icrislalino - [amof’fO) / (Icr[stalino X 100) (2)

em que lerisalino corresponde a intensidade da fase cristalina (20 ~ 22,6°) € lamorfo corresponde a
intensidade da fase amorfa (26 ~ 18°) em relacdo a linha de base. (MARTINS et al., 2011). A
analise termogravimétrica (TGA) foi realizada no equipamento SII EXSTAR, modelo
TG/DTA 7200 em atmosfera dindmica de nitrogénio com vazdo de 90mL.mim™! ¢ taxa de
aquecimento de 10°C.min"!, na temperatura compreendida entre 10°C a 900°C.

2.3 Obtencao dos Compdsitos

Trés amostras foram preparadas com diferentes propor¢des de BCP e NFC - 100:0
(BCP100), 75:25 (BCP75) e 60:40 (BCP60). Cada amostra foi hidratada e agitada
vigorosamente por 5 minutos com 0,01% (m/m) de surfactante Triton™-X-100.
Posteriormente foram depositadas em um recipiente de aluminio e levadas a estufa por 60
minutos a 60°C. Parte das amostras foi submetida a uma pressdo de 100kPa por 1 minuto
para formacao de pastilhas. As espumas e pastilhas foram submetidas a tratamento térmico:
resfriadas a -18°C por 10 minutos e entdo colocadas em estufa pré-aquecida a 168°C e
mantidas por 3 horas.



2.4 Caracterizacio dos Compositos

As anélises de microscopia eletronica de varredura e espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourrier foram realizadas conforme parametros anteriormente descritos.
Curvas isotermas de Brunauer, Emmett ¢ Teller (BET) foram obtidas em equipamento da
marca Nova, modelo 2200 com coleta de 30 pontos. Para medida do angulo de contato, foi
utilizado o equipamento da marca Kruss, modelo DAS100. Gotas de agua destilada de
diametro 30uL com velocidade de descida de 10uL por segundo cairam sob as amostras para
obten¢ao da imagem e medida do angulo de contato.

3. RESULTADOS
3.1 Caracterizacao do BCP

A morfologia das particulas de BCP encontra-se demonstrada na figura 1. As
micrografias mostram que as particulas formam aglomerados granulares de tendéncia
esférica, com superficie rugosa, além da presenga de micro € macroporos.
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Figura 1 — MEV das particulas de BCP

A distribui¢ao granulométrica das particulas esta representada na figura 2. O tamanho
médio ¢ 31,36pum.
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Figura 2 — Gréfico da distribui¢do granulométrica do BCP

O difratograma das microparticulas de BCP obtido no ensaio de DRX ¢ apresentado
na figura 3. Nele ¢ possivel identificar picos cristalograficos pertencentes a hidroxiapatita, e
picos caracteristicos de B-TCP. Percebe-se, portanto, que a rota de produgao utilizada levou a
formagdo de um fosfato de calcio bifasico (NIKCEVIC et al., 2006; FRANCA et al., 2014;
UNABIA et al., 2014). A intensidade dos picos indica alta cristalinidade das fases, o que
justifica o tamanho relativamente grande dos cristais (ALBAYRAK, 2016; VILLALA, 2017;
RAMEZANI et al., 2017).
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Figura 3 — DRX do BCP



3.2 Producio e Caracterizacio das Nanofibras de Celulose

As NFCs produzidas por hidrolise acida originaram uma suspensdo estdvel com
aspecto branco, leitoso e homogéneo, conforme demonstrado na figura 4a. Apos a
neutralizagdo com hidroxido de s6dio a massa de NFC hidratada decantou e o sobrenadante
apresentou aspecto limpido. A parte decantada apresentou aspecto pastoso € uma massa cerca
de quatro vezes maior que a massa seca de algoddo introduzida na mistura. Ao final do
processo de secagem e cominui¢do, obteve-se um pd branco, fino e solto, apresentado na
figura 4b. O rendimento da produgdo das NFCs foi de aproximadamente 91,5%.

Figura 4 - a) Suspensao de NFC antes da neutralizagao, e (b) p6 obtido no final do processo,
apos secagem e cominui¢do dos graos formados

As imagens obtidas na microscopia eletronica de transmissao, figura 5, indicaram que
a estrutura da NFC ¢ nanométrica, em formato de agulha, e que as nanofibras encontram-se
aglomeradas em feixes. O diametro médio observado foi de 12,75nm.

Figura 5 — MET das NFCs



A figura 6 apresenta os difratogramas de raios-X das amostras de algoddo comercial e
NFC. Os picos que correspondem a 15° 17° e 23° na abcissa (20), com diregdes
cristalograficas (101), (10-1) e (002) respectivamente, indicam a presenca de celulose tipo I,
presente em ambas as amostras. O pico em 34,5° referente ao plano cristalografico (040) é
caracteristico apenas de NFC (TEIXEIRA et al., 2010; TAIPINA, 2012).
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Figura 6 — Difratograma de raios-X das amostras de algoddao e NFC

Uma analise comparativa dos difratogramas mostra que a intensidade dos picos sofreu
alteracdo, resultando em uma maior cristalinidade das fibras apds a hidrélise acida.
Utilizando a equagdo 2 obtém-se que o indice de cristalinidade das fibras aumentou de 68%
para 80%.

Os espectros de infravermelho do algoddao comercial e das NFCs encontram-se
apresentados na Figura 7. Nos espectros pode-se observar picos em 3331,2cm™ e 3333,1cm™!
caracteristicos dos grupos hidroxila da celulose e da agua de hidratagdo das fibras. Os picos a
2897,2cm™ € 2902,9cm™! sdo caracteristicos da vibrac¢do de estiramento, vibragio simétrica e
assimétrica de CH alifaticos presentes. As bandas de 1632,8cm™ ¢ 1640,5cm™ podem ser
obtidas pela presenga de 4gua nas fibras ou reagdes de oxidagdo. As bandas em 1429,3cm™ e
1427,3cm! caracterizam deformagdo angular de C-H. O pico no comprimento de onda
1314,5cm™ foi equivalente em ambas as amostras, ¢ é formado devido a presenga de
vibragdes entre grupos C-O, tal vibragdo ocorre em estiramentos de anéis. Os picos
coincidentes a 1030,0cm™ estdo relacionados a estiramentos CO e OH na celulose. Por fim,
os picos 903,7cm™ e 907,5cm™ sdo formados devido a ligagdes B glicosidicas entre os
monossacarideos. As bandas encontradas sao tipicas da celulose, como descrito previamente
por Taipina (2012), Sé et al. (2015) e Nascimento et al. (2016). Além dos picos descritos, na



amostra de NFCs observa-se um pico em 1730,0cm™ que ndo estd presente na amostra de
algodao comercial.
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Figura 7 — FTIR das amostras de algoddo e NFC

As curvas de TGA das fibras de algodao comercial e das NFCs apresentadas na figura 8§,
mostram uma pequena perda de massa inicial entre 50 e 100°C, que corresponde a
vaporizagdo da agua em ambas as amostras. A temperatura maxima de degrada¢do do
algodao foi 325°C, enquanto que a da NFC foi de 300°C. A partir de 350°C ocotre o terceiro
evento de perda de massa referente 8 NFC e a 364°C referente ao algoddo, que pode ser

atribuido a degradagdo da celulose em produtos de baixo peso molecular (MARTINS et al.,
2011; MARIANO et al., 2016).
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Figura 8§ — TGA das amostras de algodao e NFC

3.2 Producao e Caracterizacao dos Compasitos

Ap6s misturar as quantidades previamente determinadas de BCP, NFC, surfactante e
agua, a formacdo de bolhas estabilizadas durante o primeiro episddio de aquecimento pode
ser visualizada nos painéis (a), (b) e (c) da figura 8. As pastilhas formadas encontram-se
apresentadas nos painéis (d), (¢) e (f). As demais imagens referem-se as amostras apos o
tratamento térmico: (g), (h) e (i) das particulas formadas a partir da espuma e (j), (k) e (1) das
pastilhas formadas apos a prensagem. Percebe-se que as amostras mudaram de tonalidade
apos serem submetidas ao tratamento térmico e aquelas com maior teor de NFC foram mais
resistentes ao serem quebradas com as maos.



Figura 8 — Particulas e pastilhas de BCP100 (1* coluna), BCP75 (2% coluna) e BCP60 (3?
coluna).

A micrografia de varredura dos compositos € apresentada na Figura 9. A superficie do
BCP100 apresentou-se irregular e amorfa, muito semelhante a micrografia do BCP puro
visualizada na Figura 1. As amostras de BCP75 ¢ BCP60 formaram particulas esféricas com
tamanho superior a 200pm. Pode-se notar também a presenca de poros micrométricos e
superficie bastante irregular. As setas vermelhas indicam substancias que se assemelham a
sais presentes na amostra, entretanto, nao foram identificados nas analises de FTIR.



Figura 9 — Amostras (a), (b), (c) BCP100; (d), (e), (f) BCP75; (g), (h), (i) BCP60. Em cada
linha encontram-se apresentados em sequéncia os aumentos 50x, 350x e 1200x.

A figura 10 apresenta o espectro de infravermelho comparativo dos compositos,
BPC100 ¢ NCFs. Para a amostra BPC100 observa-se picos em 3574,3cm™ e 628,8cm™!
correspondentes a hidroxila. Ja os picos em 1085,0cm™, 1022,0cm™, 962,5cm™, 597,9cm™ e
559,1cm’! sdo indicativos da presenga de PO4*. Para as amostras BCP75 ¢ BCP60 as duas
ultimas bandas identificadas, no entanto, ndo podem ser atribuidas apenas ao CO e¢ OH e
ligagdes B glicosidicas porque se sobrepdem as bandas do PO4* presentes no BCP (GARALL
SINHA, 2017). Nos compdsitos, as bandas caracteristicas das nanofibras de celulose so
identificadas com pequenos deslocamentos em relagdo ao espectro da NFC pura, indicando
boa interagdo entre as fases constituintes. Adicionalmente percebe-se um aumento da
intensidade dos picos referentes as NFCs a medida em que se aumenta a propor¢do desse
material nos compositos.
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Figura 10 — FTIR dos compdsitos, BCP e NFC

A area superficial calculada através do BET para as amostras BCP100, BCP75 e
BCP60 foram respectivamente 1,553m?/g, 2,451m?%/g e 0,196m?/g. Além disso, as pastilhas
apresentaram carater hiperhidrofilico, ndo sendo possivel sequer capturar a imagem da gota
sob as amostras porque essa foi rapidamente absorvida.

4. DISCUSSAO

A caracterizagdo fisico-quimica do BCP indica que o material ¢ formado por
particulas micrométricas com macro e microporos, sendo constituido predominantemente
pelas fases HA e B-TCP. Os resultados obtidos sugerem que a rota de producdo por
precipitagdo ¢ um método eficiente de obtengdo desse fosfato de calcio.

As nanofibras de celulose produzidas apresentaram morfologia, didmetro e
cristalinidade semelhantes as nanofibras obtidas previamente por TEIXEIRA ef al. (2010) e
TAIPINA (2012). Além disso, o aumento da cristalinidade observado nas NFCs sugere que
houve remogdo das porgdes amorfas presentes nas microfibras do algodao indicando que o

processo de hidrolise acida seguida de neutralizagdo ¢ eficaz para a producdo das NFCs.
Todavia, as NFCs apresentaram-se aglomeradas, como pode ser observado nas analises de



microscopia eletronica de transmissdo. A aglomeragdo desse material provavelmente esta
relacionada com as etapas de lavagem durante a neutralizagdo que retiram os grupos sulfatos,
responsaveis pela repulsdo elétrica entre as cadeias poliméricas. O material resultante, repleto
de hidroxilas ¢ facilmente aglomerado devido as suas intera¢des de hidrogénio. A elevada
aglomeragdo das NFCs ¢ amplamente relatada na literatura (TEIXEIRA et al., 2010;
TAIPINA et al., 2012; CHEN et al., 2016) e ¢ um desafio para a utilizacdo desse material
como agente de reforco em matrizes, uma vez que a aglomeragao reduz a area superficial de
interagdo com a matriz além de criar pontos de fragilidade no compdsito. Diversos trabalhos
sugerem que sejam feitas modificagdes quimicas nas NFCs para reduzir a aglomeracdo e
melhorar as propriedades dos compositos formados (TEIXEIRA et al., 2010).

As analises de espectroscopia de infravermelho indicam que a hidrolise 4cida nao
alterou substancialmente os grupos quimicos presentes no algoddo comercial, entretanto, foi
observado um pico em 1730,0cm™ presente apenas nas nanofibras de celulose. Fan et al.
(2012) e Lojelsk et al. (2014) sugerem que um pico nessa regido do espectro pode ocorrer
devido a um processo oxidativo da celulose durante tratamento térmico. No presente trabalho
a temperatura utilizada para secar as nanofibras foi de 60°C, e de acordo com as analises
termogravimétricas, nessa faixa de temperatura ndo ha nenhum indicio de processo
degradativo. Desta forma, pode-se supor que o pico em 1730,0cm™ ndo se relacione com
eventos de modificacdo quimica no material, mas sim com a presenga de sais provenientes do
processo de neutraliza¢do. Essa suposi¢ao ndo pdde ser confirmada porque os picos de
absorbancia do sulfato de sodio se sobrepde a outros ja expressos ¢ o cloreto de soédio ¢
transparente a radiagdo infravermelha (AZHA.PERIASAMY et al., 2009). Conclui-se,
portanto, que outras técnicas de caracterizagao, como espectroscopia de RAMAN, devem ser
utilizadas para investigar a presenca de contaminantes na amostra.

A andlise termogravimétrica mostra ainda uma reducgdo na temperatura de degradacgao
nas NFCs que pode ser atribuida as menores dimensdes desse material em comparagdo com
as fibras macroscopicas originais. O aumento em sua area superficial gera uma maior
exposicao ao calor. Sugere-se também que grupos sulfato residuais possam ter reduzido a
temperatura de degradagdo da celulose, por exercer um efeito catalitico (MORAIS et al.,
2013).

Os resultados da hidrélise acida do algoddo comercial indicam ainda que produzir
nanofibra de celulose com elevado rendimento a partir de um material abundante e barato, ¢
utilizando técnicas simples de processamento ¢ uma estratégia de pesquisa promissora, uma
vez que NFCs sdo amplamente utilizadas na literatura como reforgo de matrizes poliméricas
e ceramicas para as mais distintas aplicacdes.

Os compositos ¢ o material referéncia BCP100 apresentaram aspecto homogéneo
entre as fases constituintes, indicando que ndo houve segregagdo macroscopica dos pos apos
mistura. A mudanga de tonalidade apds o tratamento térmico dos compoésitos sugere a
existéncia de algum processo termo-oxidativo, que necessita de estudos mais aprofundados
para o esclarecimento, uma vez que as NFC puras ndo se degradam a temperatura a que
foram submetidas. Qualitativamente, ao ser quebrado com as maos, o composito com maior
teor de NFC, mesmo com menor espessura, foi mais resistente a quebra; sugerindo que as
nanofibras foram eficientes como carga de refor¢o mecanico. Entretanto, faz-se necessario



um protocolo de preparo das pastilhas que assegure dimensdes semelhantes em todas as
amostras, e ensaios quantitativos para avaliar a eficiéncia do refor¢o mecéanico.

As andlises de espectroscopia de infravermelho sugerem a interagdo entre as fases
constituintes dos compoésitos, que apresentaram bandas de transmitancia caracteristicas de
ambas as fases, e se tornando mais proximas as da nanofibra a medida que se aumenta o teor
dessa fase no composito. Além disso, a partir de andlises de microscopia eletronica de
varredura foi possivel observar que os compdsitos possuem irregularidades superficiais e
poros micrométricos. Essa caracteristica ¢ importante porque tais irregularidades favorecem a
fixacdo de células, e possivel colonizacdo do enxerto (TEIXEIRA e al, 2010; GARALI;
SINHA, 2017).

A area superficial do compdsito BCP75 apresentou um aumento de 158% em relagdo
ao BCP100. Contrariamente, ao se adicionar mais NFCs, compdsito BCP60, ocorreu uma
reducdo de 87% da area superficial em relagdo ao BCP100. Infere-se, portanto, que a adi¢ao
de 25% de NFC, material com elevada area superficial, aumenta essa propriedade no
compdsito. A adicao de 40%, no entanto, gera o efeito contrario devido ao alto potencial de
aglomeragdo das fibras. Reforgando esse resultado, tem-se que o didmetro das particulas de
BCP60 ¢ maior do que as de BCP75, como pode ser visualizado nas imagens de microscopia
eletronica de varredura.

Os materiais produzidos apresentaram hiperhidrofilicidade, caracteristica interessante
para materiais com potencial aplicagdo como enxerto, pois permite mais facilmente a
aproximacao do fluido da matriz extracelular, facilitando as interagdes com o meio bioldgico.
Desta forma, os compositos de fosfato de célcio bifasico e nanofibras de celulose,
apresentaram-se materiais promissores para aplicacdo como enxerto em engenharia de
tecidos dsseos.
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