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Resumo

A utilizacdo de biomateriais para substituir, reparar tecidos e 6rgaos lesados dos seres humanos
tem aumentado muito ultimamente devido a diversos fatores como o crescimento da populacdo e
a sua maior expectativa de vida. A engenharia tecidual € um campo interdisciplinar que integra
principios da biologia celular e molecular, quimica, genética, ciéncias dos materiais e engenharia
biomédica, para produzir compdsitos tridimensionais inovativos, capazes de substituir tecidos
bioldgicos. O desenvolvimento de novo biomaterial pode ajudar a solucionar este problema,
utilizando o método de evaporacao de solvente. Este trabalho teve como objetivos: sintetizar e
caracterizar o B-TCP através do método via seca; desenvolver e caracterizar as membranas de
poli (e-caprolactona) densas e porosas (scaffolds) utilizando dois solventes; preparar e
caracterizar os compoésitos densos e porosos PCL/B-TCP; fazer uma avaliacio da
biocompatibilidade in vitro desses materiais. As seguintes técnicas de caracterizagdo foram
utilizadas: MO, MEV, EDS, DRX, TGA,DSC, ensaios mecanicos de tracdo, teste de viabilidade
celular e atividade de fosfatase alcalina. Foi também analisada a sua degradacdo hidrolitica em
solu¢do tampdo fosfato (PBS). Essas técnicas foram adequadas para diferenciar as amostras
preparadas com os dois solventes utilizados: cloroférmio e diclorometano. Os ensaios mostraram
que o ultimo forneceu amostras mais resistentes mecanicamente, mantendo as propriedades
térmicas do PCL puro sem alteragdes, com a adicdo das particulas do B-TCP. A
biocompatibilidade foi analisada através das normas conhecidas (ASTM e ABNT) e foi possivel
concluir que os materiais confeccionados sdo biocompativeis e a atividade de fosfatase alcalina
(ALP) favoreceu o crescimento celular na membrana porosa. As avaliagdes in vitro nao
mostraram mudangas significativas nas composi¢cdes preparadas com o solvente cloroférmio. Os

materiais estudados possuem um grande potencial para aplicagdo em substitutos do tecido dsseo.

Palavras chave: poli(e-caprolactona), biomaterial, compésitos, B-TCP, scaffolds
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Abstract

The use of biomaterials to replace, repair damaged tissues and organs of humans has greatly
increased lately due to various factors such as population growth and greater life expectancy.
Tissue engineering is an interdisciplinary field that incorporates principles of molecular and
cellular biology, chemistry, genetics, materials science and biomedical engineering to produce
innovative three-dimensional composites, capable of replacing tissue. The development of new
biomaterial can help solutions this problem by using on whole of evaporation of solvent. This
work aimed to synthesize and characterize the B-TCP by the dry method; develop and
characterize the membranes of poly (e-caprolactone) porous and dense (scaffolds) using two
solvents, to prepare and characterize the dense and porous PCL composites / -TCP, perform an
evaluation of in vitro biocompatibility of these materials. The following characterization
techniques were used: OM, SEM, EDS, XRD, TGA, DSC, mechanical testing, testing cell
viability, alkaline phosphatase activity. We also analyzed its hydrolytic degradation in phosphate
buffer solution (PBS). These techniques were adequate to differentiate the samples prepared with
two solvents used, chloroform and dichloromethane. The tests showed that the samples provided
last more mechanically resistant, keeping the thermal properties of pure PCL unchanged with the
addition of particles of B-TCP. The biocompatibility was determined by known standards (ASTM
and ABNT) and we can conclude that the materials are biocompatible and made (ALP), promoted
cell growth in the porous membrane. The in vitro evaluations showed no significant changes in
the compositions prepared with the solvent chloroform. The materials studied have a great

potential for application in bone tissue substitutes

Key words: poly (e-caprolactone) biomaterial, composite, f-TCP
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1 INTRODUCAO

Materiais aplicdveis em componentes implantados no corpo humano para substituicdo de
partes danificadas ou doentes sdo denominados biomateriais. Caracteristicas de ndo toxicidade e
compatibilidade com os tecidos do corpo, bem como capacidade de ndo promover reagdes
bioldgicas adversas, despertaram os interesses da comunidade cientifica nos ultimos anos,

intensificando assim os estudos nessa area (Oréfice, 2006).

Os biomateriais usados em dispositivos médicos, sobretudo naqueles que sdo tempordaria
ou permanentemente implantados, sdo manufaturados ou processados para se adequarem ao
contato com proteinas, células, tecidos, 6rgaos e sistemas organicos. As complicacdes oriundas
desses dispositivos variam de acordo com sua aplicacdo. Infec¢des e biodegradacdo podem afetar
dispositivos que tém aplicacdes de longa duracdo como, por exemplo, préteses permanentes €

valvulas cardiacas (Leonor, et al 2002 ; Silva, et al 2004).

Quanto ao tipo de material, os biomateriais podem ser: metais, ceramicos, polimeros
sintéticos, macromoléculas naturais (como biopolimeros), compdsitos e semicondutores. Os
materiais metdlicos destacam-se pelo uso na confeccdo de implantes, principalmente devido a sua
boa resisténcia mecanica, elevada tenacidade, facilidade de fabricacdo e baixo custo (Leonor et

al, 2002 ; Silva et al, 2004).

A aplicagdo de ceramicas, vidros e vitroceramicos para reparo ou substituicao dos tecidos
conectivos duros vém sendo consolidada através do desenvolvimento de novos materiais
contendo misturas de silica, fosfato, 6xido de calcio entre outros (Leonor et al, 2002 ; Silva et al,

2004).

A engenharia tecidual € um campo interdisciplinar que integra principios da biologia
celular e molecular, quimica, genética, ci€ncias dos materiais e engenharia biomédica, para

produzir compdsitos tridimensionais inovativos, capazes de substituir tecidos biologicos.



O termo engenharia tecidual foi pela primeira vez apresentado no Workshop da Fundacdo
Nacional de Ciéncia, ocorrido em 1988 nos EUA, definido como “a aplicacdo dos principios e
métodos da engenharia e ci€ncias da vida para entender as relacOes entre estrutura e funcdes em
tecidos humanos normais e patologicos, € o desenvolvimento de substitutos bioldgicos para

restaurar, manter ou melhorar as funcdes do tecido” (Nasseri et al, 2001).

Os diversos materiais utilizados na confeccdo dos scaffolds (arcabougos porosos e
tridimensionais) para a engenharia tecidual sdo principalmente polimeros biorreabsorviveis e

algumas ceramicas de fosfato de calcio.

A adicdo de polimero biorreabsorvivel pode melhorar a degradabilidade de biomateriais
ceramicos e alterar suas propriedades mecanicas e fisicas. Também os perfis da liberacido de
drogas podem se alterar. Existe uma larga escala de diferentes polimeros que podem ser
selecionados. Alguns exemplos de polimeros biorreabsorviveis com o grupo polimérico éster
(PLA,PLLA), poli (4cido glicélico (PGA), poli dcido (D,L 4cido latico-co-glicolico )(PLGA) e

poli(e-caprolactona) (PCL), os quais mostram diferentes mecanismos e razdes de degradacdo.

A taxa total da degradacdo estd na seguinte ordem: PGA>PLGA>PLA>PCL (Barbanti,
2004). Particulas ceramicas sdo adicionadas ao polimero para torni-lo (mais) osteocondutivo
aumentando suas propriedades mecanicas. Esses scaffolds hibridos podem ter além de um
polimero biorreabsorvivel, um ceramico hidroxiapatita (HA), ou fosfato de cdlcio amorfo (ACP).
Compésitos porosos de PCL, foi investigado por Mondrinos et al com 10-20% de particulas de

fosfato de célcio (Mondrinos et al, 2006).

As principais caracteristicas dos scaffolds como interconectividade, tamanho dos poros,
como a micro e macroporosidade, rugosidade da superficie, em muito influenciam a resposta
celular, mas também controlam a taxa de entrega de nutriente e a remocdo de produtos
metabdlicos, garantindo um meio rico em nutrientes para que seja possivel o estudo de como as

células e os scaffolds reagem a estimulos mecanicos.



As diversas técnicas empregadas para a fabricacdo desses suportes, resultam em poros
distribuidos de forma ndo homogénea, o que prejudica o crescimento do novo tecido dsseo, pois
estruturas com micro poros ndo uniformes formam regides com concentragdes de nutrientes
insuficientes, inibindo assim, a atividade celular e resultando em um tecido dsseo de ma
qualidade. O desenvolvimento de técnicas mais avangadas de fabricacdo de scaffolds, como
técnicas de prototipagem rdpida estdo garantindo uma distribuicdo geométrica e homogénea dos

poros no scaffold. As pesquisas sdo de grande interesse nessa rea.

Os materiais utilizados na drea biomédica devem possuir caracteristicas biomecanicas,
elétricas e biologicas compativeis com o tecido ou 6rgdo lesado. Para escolha de um material
para implantac@o no tecido vivo deve-se levar em conta vérios fatores, tais como: resisténcia a
fadiga do material, bioatividade, adesdo celular, degrada¢do do material e biocompatibilidade

(Mondrinos et al, 2006).

Neste trabalho foi desenvolvido um biomaterial utilizando um polimero com alto peso
molecular poli(e-caprolactona) (PCL) e um p-fosfato tricdlcico (B-TCP), sintetizado em
laboratério para o desenvolvimento de um compdsito. Baseados em pesquisas atuais este
trabalho estd diretamente ligado ao interesse e a necessidade do desenvolvimento de estruturas
que favorecem o crescimento e a expectativa de vida, para restaurar e substituir partes danificadas

do tecido dsseo.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivos Gerais

Esta dissertacdo teve os seguintes objetivos gerais:

a) Sintetizar o B-TCP através do método via seca. Desenvolver as membranas de poli (e-
caprolactona) PCL puras e porosas.

b) Preparar diversas composicdes de compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP
sintetizado em laboratorio para uso na engenharia tecidual.

c) Caracterizar o B-TCP, as membranas densas e porosas do PCL e todas as composicdes
dos compdsitos.

d) Fazer uma avaliacdo da biocompatibilidade in vitro desses materiais.

1.2.2 Objetivos especificos

- Sintetizar e caracterizar o B-TCP através da andlise de difracdo de raios X (DRX) e

microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de energia dispersiva ( EDS).

- Verificar o efeito da utilizacdo do agente porog€nico (cloreto de s6dio) na confeccdo de

membranas porosas de PCL pelo método de lixiviacao de sal.

- Preparar membranas densas de PCL e porosas e compésitos densos PCL/B-TCP e porosos,

utilizando dois solventes: diclorometano e cloroférmio.

- Verificar a morfologia das membranas densas através da microscopia dptica e da microscopia

eletronica de varredura (MEV).



Avaliar as caracteristicas térmicas dos materiais por termogravimetria (TGA), calorimetria
diferencial de varredura (DSC), e as propriedades de resisténcia mecanica por tracdo das

membranas densas e porosas € dos compdsitos densos € porosos.

Avaliar da citotoxicidade das amostras estudadas utilizando a técnica de colorimetria de MTT

e a atividade da fosfatase alcalina (ALP).

Estudar a degradacgdo hidrolitica teste (in vitro) das membranas densas e porosas de PCL e
compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP preparados com o solvente cloroférmio com

solugdo salina a base de fosfato (PBS) 0,1 mol/L. pH-7.4.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Engenharia Tecidual

Engenharia tecidual ¢ uma técnica para criar tecidos funcionais que podem ser
implantados em pacientes que possuem deficiéncias em tecidos ou érgdos. E um novo ramo da
ciéncia voltada para a pesquisa e desenvolvimento (P&D) de substitutos bioldgicos de reparacao,
reconstrugio e regeneracdo de tecidos. E uma drea de pesquisas multidisciplinar, que envolve as
areas da medicina, biologia, engenharia e a ciéncia dos materiais.

O principio metodologico mais utilizado, para se fazer engenharia tecidual, envolve as

seguintes etapas:

1°) Etapa:

Constru¢cdo de arcaboucos porosos tridimensionais, biocompativeis, e biodegradaveis,
chamados também de scaffolds. Entre as matérias primas mais utilizadas para os scaffolds
podem-se destacar:

e 0s polimeros sintéticos biorreabsorviveis (PLLA, PGA e PLGA)
e 0s polimeros naturais (coldgeno e derivados do 4acido hialurdnico)

e os ceramicos (hidroxiapatita, beta fosfato tricdlcico, biovidros).

29 Etapa:

O cultivo de células em ambiente laboratorial proprio ( bioreatores).

Ha dois tipos de células cultivadas: as células maduras e diferenciadas (condrdcitos ou
ostedcitos isolados de uma édrea doadora, exemplo: condilo femural; e as células tronco

mesenquimais indiferenciadas adultas (origem: medula dssea, tecido gorduroso e sangue).

39 Etapa:

Adi¢do de fatores de crescimento a matriz. Os fatores mais usados sdo as BMPS
(proteinas morfo-genéticas) que podem ser de origem animal, como as BMPs bovinas, ou de
origem recombinada (tecnologia do DNA recombinante).

4°) Etapa:



Implantagdo do scaffold no local da lesdo, que pode ser implantado das seguintes
maneiras:
a) Implantado sozinho

b) Implantado juntamente com as células cultivadas fora do paciente (semeadas sobre o

arcabouco).

¢) Implantado associado com fatores de crescimento (proteina morfogenética do 0sso

(BMP), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e outros .

A figura 1 ilustra esquematicamente a engenharia tecidual.

Scaffold

Bioreator

4

Implantacdo in vivo do construct ( scaffold + células)

Figura 1- Representacdo esquemadtica da engenharia tecidual ( fotos cedidas gentilmente por
Guinéa Cardoso)



A esséncia da engenharia tecidual segundo (Kikuchi et al, 2004) € que todas as células
sejam capazes de iniciacdo e sustentacdo e o processo de regeneracdo estd ligado, através de
fatores de crescimento ou genes de modo que elas produzam um novo tecido de variedade

requerida.

A reposigdo total ou parcial € feita através de implantes ou transplantes. Os transplantes
de tecidos ou 6rgdos podem ser obtidos de doadores vivos, como por exemplo, o coracdo, rins
etc, ou de caddveres, como no caso de ossos liofilizados e congelados. Em ambos os casos, é
necessdrio a utilizacdo de drogas imunossupressoras, para evitar a rejeicdo dos Orgdos, e de
outros medicamentos que neutralizem uma possivel contaminacdo microbioldgica e viral (Hench,

1993).

Uma alternativa € a utilizacdo de um implante, dispositivo médico feito de um biomaterial
que € intencionalmente inserido dentro do corpo total ou parcialmente abaixo da superficie, onde
o implante estard em contato com o tecido, de acordo com a Definicdo do Consenso da Sociedade

Européia de Biomateriais (Willians, 1987).

2.2 Biomaterial

Como definiu Williams em 1987, “os biomateriais s@o substancias de origens naturais ou
sintéticas que sdo toleradas de forma transitéria ou permanente pelos diversos tecidos que
constituem os 6rgaos dos seres vivos”. Ou seja, para que um material seja classificado como um
biomaterial algumas caracteristicas devem ser satisfeitas: biocompatibilidade, inércia e

estabilidade quimica, biofuncionalidade e ser esterilizdvel (Kawachi e colaboradores, 2000).

Os biomateriais representam um importante por servirem como scaffolds para o
favorecimento da regeneracdo tecidual, podendo ser utilizados na liberagdo de medicamentos e
fator de crescimento simulando a resposta do tecido, ou até mesmo para criacio de uma nova
estrutura funcional quando o tecido danificado ndo regenera, simulando os mecanismos e

caracteristicas fisiologicas do tecido in vivo (Lombello et al, 2003).



Atualmente, entre os biomateriais mais utilizados estdo biocerdmicas por possuirem
caracteristicas atrativas, sendo as principais a inércia e estabilidade quimica e elevada resisténcia
mecanica, a corrosdo e ao desgaste. As bioceramicas sdo classificadas normalmente em relacio a
resposta desenvolvida na interface do tecido vivo com o implante, podendo ser praticamente
inertes (alumina), porosas (aluminatos e hidroxiapatita), bioativas (biovidros e vitroceramicas) e
reabsorviveis (tricalcio fosfato) (Kawashi, 2000; Hench, 1993).

A figura 2 apresenta uma representacdo esquemadtica dos eventos que ocorrem na interface

0sso e implante (biomaterial).

biomaterial

Figura 2- Representacdo esquemadtica dos eventos que ocorrem na interface osso-implante. (A)
Absorcdo da proteina do sangue e tecidos fluidos. (B) Abordagem do implante, células
inflamatorio e tecido conjuntivo. (C) Formacdo de uma camada afibrilar mineralizada e aderéncia
das células osteogenicas. (D) Deposi¢do Ossea, tanto sobre o osso e superficie do implante. (E)

Remodelacao do osso recém-formado por osteoblastos (Schiissele, 2006).

2.3 Polimeros Biorreabsorviveis

Os poli (a-hidréxi-dcidos) constituem uma classe de poliésteres que sdo representados
pela formula geral (-CHR-CO-) (Vert, 1992). Esses polimeros sdo relativamente novos e
comecaram a surgir na década de 60. Os polimeros biorreabsorviveis sdo bastante utilizados na
area médica em suturas, implantes, matrizes para liberacdo controladas de drogas, etc e por

serem, muitos deles, biocompativeis (Danielson et al, 2006).



Materiais usados em implantes podem ser classificados como bioestdveis ou permanentes
e bioabsorviveis ou tempordrios. Materiais bioestaveis incluem proteses, para substituir partes
danificadas dos corpos por um periodo de tempo ndo especifico. Os materiais usados nesses

casos necessitam reter suas propriedades mecanicas e quimicas in vivo por anos ou décadas.

Em muitos casos, apenas a presenca de um biomaterial como suporte, é requerida durante
a recolocacdo do tecido ou para servir de fator de crescimento. Os polimeros biorreabsorviveis
sdo componentes que sdo degradados in vitro e in vivo, e desaparecem com o tempo, de acordo
com o reparo do tecido. Em ambos os casos o conhecimento para o teste padrdo de adesdo

celular, crescimento, e diferenciacio sobre esses materiais € importante (Lombello et al, 1998).

A adesao celular € influenciada pelas caracteristicas fisicas, quimicas e morfolégicas dos
materiais usados como substratos para cultura celular. Enormes esforcos tém sido devotados para
construcdo de cultura celular scaffolds no campo da engenharia tecidual. Os scaffolds servem
como um modelo tridimensional para adesdo celular, proliferacio e formacdo de matriz
extracelular bem como um suporte para fator de crescimento ou outros sinais biomolecular e
além de alta porosidade, o scaffold ideal para praticar a engenharia tecidual deve possuir

propriedades mecanicas, biodegradabilidade apropriada e boa biocompatibilidade.

A localizacdo do scaffold pode afetar a adesdo celular, para tanto a engenharia de
superficie tem desenvolvido diversos métodos para melhorar a biocompatibilidade favorecendo a
interacdo do material com as células. Diferentes moléculas biologicamente ativas tém sido
quimicamente e fisicamente imobilizadas sobre matrizes poliméricas e polimeros em blocos onde

sdo empregados sobre a superficie aditivos (Lucchesi, 2005).

Entre todos os métodos, a modificagdo de materiais sintéticos e produtos naturais, ¢ uma
maneira facil e eficaz de conseguir scaffolds hibridos, com a vantagem de combinar os
componentes (Chen et al, 2004). A grande vantagem dos polimeros sintéticos € a associacao
com a processabilidade, flexibilidade e suas propriedades quimicas e fisicas. A degradacdo dos

polimeros sintéticos pode ocorrer por via hidrolitica e clivagem enzimatica.
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As desvantagens dos polimeros sintéticos € a possibilidade de uma inflamagdo cronica
aguda, diminuicdo do pH no local do implante devido a acidez relativa e dos sub-produtos
gerados através da degradacao hidrolitica e fun¢do bioldgica limitada. Derivados de a-hidroxi
acidos como PLA, PGA e copolimeros, poliéster alifatico, sdo polimeros comumente usados em
diferentes tipos de projetos médicos em reconstrugdo cirtirgica podendo ser formulados com alta

densidade e interconectividade dos poros.

Um dos polimeros estudados na engenharia tecidual é o PCL, polianidrido e copolimeros
em bloco de PLA e cada polimero tem sido investigado em sua atividade particular. Por
exemplo, o PCL foi usado para superar as propriedades mecanicas insuficientes do PLGA quando
comparado ao osso trabecular humano. Matriz porosa do PCL fabricado pelo método de solvente
lixiviacdo demonstrou alta tensdo de estiramento e médulo Young. Muitos polimeros sintéticos
para liberacdo de drogas sdo hidrofébicos, dissolvem apenas em solventes orginicos e sua

aplicacdo na fabricacdo de sistemas para defeitos dsseos requer menor evasao cirdrgica.

Embora muitos suportes para liberacao do fator de crescimento tém sido produzidos de
polimeros sintéticos e naturais, materiais organicos tém sido usados para promover a formacao
especifica na intervencdo farmacoldgica de problemas musculares e esqueléticos (Dai, 2009).
Estudos recentes no desenvolvimento de compdsitos hibridos onde as particulas ceramicas sao
embebidas em uma matriz polimérica biorreabsorviveis. Esses compositos hibridos

freqlientemente melhoram a biocompatibilidade e a integracdo com o tecido.

2.4 Poli(e-caprolactona) Estrutura e Propriedades

A poli(e-caprolactona), também conhecido como PCL, € um polimero sintético, de cardter
hidrof6bico, muito conhecido pela sua biodegradabilidade e habilidade em formar blendas com
outros polimeros (Amass et al, 1998). A PCL pertence a familia dos poliésteres alifiticos, sendo
sintetizada por meio de polimerizagdo por abertura de anel e-prolactona, para obtencdo da
unidade repetitiva. O PCL € um polimero semicristalino e seu peso molecular pode variar de

5.000 a 80.000. Possui baixa temperatura de fusdo (Tf = 60°C) e a sua temperatura de transi¢ao
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vitrea ocorre bem abaixo da temperatura ambiente (Tg = -60°C). A férmula estrutural esta

ilustrada na figura 3 (Mariani, 2006).
0O

-{0-((:}[2)5-%0- -

Figura 3- Férmula estrutural do poli (e-caprolactona)

O Poli (e-caprolactona) é biodegradado pela lipase, que hidrolisa a ligacde éster, e que €
capaz de degradar tanto a fase amorfa quanto a fase cristalina do PCL (Hakkarainen e Albertsson,

2002). A figura 4 ilustra uma reagdo de hidrélise de ligagdo éster.
RCOOR"+ HOH « RCOOH + R'OH
Figura 4 - Reac¢do de hidrdlise da ligacao éster

Polimeros biorreabsorviveis como o poli (e-caprolactona) (PCL) sdao materiais
promissores € em sua hidrélise ndo produz nenhum produto téxico. Possui caracteristicas
borrachosas de um tecido compativel macio, € um polimero duro e biodegraddavel com boas
propriedades mecénicas e tem-se mostrado biocompativel em diferentes tipos de células. Apods
diversos estudos realizados com o poli( g-caprolactona) incluindo os testes in vitro e in vivo a
Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso deste material para fins médicos e

farmacéuticos( Khor, 2002). A tabela 1 apresenta algumas aplicacdes do PCL.
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Tabela 1- AplicagOes de scaffolds de PCL com diferentes tamanhos de poros

Tamanho poro Pesquisa Referencia
S um Neovascularizagdo Brauker JH, 1995
5-15 pm Crescimento de fibroblastos Klawitter JJ, 1971
20 um Crescimento hepatocito Yang S, 2001
20-125 pm Regeneracio pele Yannas IV, 1989
70-120 um Crescimento condrocidos Griffon DJ, 2006
40-150 um Ligacdo fibroblastos Salem AK, 2002
45-15 pm Regeneracdo de tecidos Kimm SS, 1988
60-150 um Vascularizagao muscular de tecidos Zeltinger J, 2001
moles
100-300 um Adesao e crescimento celular de Danielsson C, 2006
musculos da bexiga
100-400 um Regeneracdo dssea Robinson BP,1995; Zardiackas
LD, 2001; Bobyn JD, 1999;
Hulbert SF,1970
200-350 pm Osteoconducdo Whang K, 1999

Adaptado de Oh et al, 2007

Scaffolds cilindricos do poli (e-caprolactona) (PCL) com aumento gradual dos poros na
direcdo longitudinal foram fabricados por Oh et al para a investigacdo do tamanho dos poros e

interacdo do tecido sobre a célula. Os scaffolds mostraram aumento gradual no tamanho dos

poros de (88 a 405um) e porosidade de (88 a 94%) ao longo do eixo cilindrico (Oh et al, 2007).

Os scaffolds foram examinados in vitro usando diferentes tipos de células (condrécidos,
osteoblastos e fibroblastos) e in vivo.
melhor crescimento de condrécidos e osteoblastos, enquanto que tamanhos de poros com 186-
200um apresentaram melhor crescimento de fibroblastos. Scaffolds com (290 - 310um)

mostraram melhor crescimento na formagao dssea do que em outros tamanhos de poros (Oh et al,

2007).
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2.5 Materiais Compésitos - Conceitos Basicos

Os materiais de aplicacdo estrutural podem ser divididos em quatro categorias bdsicas:
metais, ceramicos, polimeros e compdsitos, sendo estes ultimos obtidos a partir da combinagao
entre as duas ou trés demais categorias. A importancia relativa destes quatro grupos de materiais
estruturais do ponto de vista histérico mostra claramente a crescente utilizacdo dos materiais
poliméricos, ceramicos e dos compdsitos, acompanhados pela queda na importancia relativa dos

materiais metdlicos (Zavaglia, 1996).

Neste caso a incorporacdo de fibras ou particulas de elevada resisténcia ao impacto a uma
matriz polimérica termofixa ou termopldstica eleva sua tenacidade a fratura. Exemplos de
materiais deste tipo sdo as resinas epoxi reforcadas com fibra de vidro ou carbono (Zavaglia,

1996).

2.6 Biomateriais Ceramicos

Os fosfatos de cdlcio possuem propriedades semelhantes aos tecidos duros. A
compressao de estiramento das ceramicas densas ou porosas suportam o crescimento interno do
0SSO com suas caracteristicas quimicas controladas, isto €, materiais bioativos e biodegraddveis.
Com o tempo esses materiais devem ser reabsorvidos totalmente pelo corpo e substituidos pelo

tecido. (Hench, 1993).

A funcdo de um biomaterial biodegraddvel é apenas para servir como um scaffold
(suporte) para preencher o espaco, permitindo a infiltracio e substitui¢do do tecido, favorecendo
a formacdo de um novo tecido. A vantagem do uso de ceramicas reabsorviveis sobre o enxerto
dsseo autélogo € como substituto tempordrio, controlando as variacdes do tamanho, e eliminando
uma segunda cirurgia. Entretanto, as desvantagens deste tipo de bioceramica € a reducdo da
resisténcia mecanica, que ocorre durante o processo de reabsor¢do. Portanto o design mecanico
deve ser seriamente calculado para prevenir a fratura de cerdmicas reabsorviveis durante o

estagio de cura da interface.
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Os scaffolds sao suportes que favorecem o crescimento dsseo facilitando a integracdo do
implante com o tecido 6sseo. A taxa de reabsorcdo e a razdo de formacdo do osso reduz o

esforgo sobre o implante durante a cura dos tecidos

2.7 Ceramicas de B-Fosfato Tricalcico

A razdo de biodegradacdo do TCP tem-se mostrado maior que a HA devido a sua
estrutura cristalina, enquanto que o mecanismo de biodegradacdo permanece intacto. Algumas
pesquisas sugerem que quando o TCP é colocado em meio 4cido dissolve in situ. Pesquisadores
também notaram células osteoblasticas nas superficies implantadas com TCP e favorecem a
quebra celular por macrofases. Apods a reabsorcdo do material um novo osso preenche a drea
ocupada pelo implante do TCP. Enquanto muitos implantes de TCP sdo reabsorvidos dentro dos
primeiros meses, alguns tracos dos materiais no local dos defeitos permanecem por periodos
extensos, as vezes por anos em humanos. O material que ndo é reabsorvido incorpora-se dentro
da estrutura do novo osso. Cerdmicas de B-TCP reabssorviveis possuem uma elevada atividade de
remodelacdo do osso em relacdo a hidroxiapatita, dependendo da sua razdo Ca/P, e da sua
formacdo dssea irregular ou plana na superficie da ceramica. Dados sobre biodegradabilidade de
diferentes tipos de cerimicas de fosfato de cdlcio densas ou porosas sdo conflitantes.  As
condicdes de fabricacdo, estrutura cristalina, razdo Ca/P, impurezas, degradacdo e o tipo de
porosidade ainda ndo sdo claramente definidos. As propriedades mecanicas das bioceramicas de

fosfato de célcio sao limitadas (Hench, 1993).

Para conseguir um estiramento alto necessario para implantes, ligas metdlicas podem ser
recobertas com particulas de fosfato de célcio. Coberturas sobre metais ou outras substratos
(ceramicas, polimeros, compoésitos) podem ser aplicadas por uma variedade métodos incluindo,
banho de imersdo, plasma spray, deposi¢do por eletroforese, revestimento de particulas, pressao
isostdtica a quente, implantacdo iOnica, entre outros. As variacdes das propriedades dos materiais
revestidos com fosfato de célcio afetam o mecanismo da ligacdo quimica e a razdo da formacao
dssea.

Variagdes na razao de Ca/P (2.0-1.5) de fosfato tricdlcico, hidroxiapatita, a-TCP e B-TCP

pois, possuem diferentes biodegradabilidade e diferencas no contato 6sseo. A composicdo de
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cargas de fldor para hidroxiapatita ou magnésio para B-TCP influencia na estabilidade da
cobertura. A biodegradacido do fosfato de cdlcio e o aumento do tecido dsseo interno requerem
conhecimentos das ligagdes das caracteristicas da cobertura de fosfato de célcio e do processo de

cobertura dele mesmo (Hench, 1993).

Dados sobre a biodegradabilidade das ceramicas de fosfato de cdlcio sdo contraditérios.
Muitos autores reportaram que o B-TCP possui uma degradacdo rdpida, enquanto outros
reportaram sobre a sua baixa reabsor¢do. A composi¢do quimica de determinadas ceradmicas ou
materiais de fosfato de cdlcio com 1<Ca/P>2 sdo degradéveis, segundo Koh que investigou esta

questdo ( Koh, 2004)

Uma série de estrutura cristalina de hidroxiapatita e B-TCP foram investigados, com
microscopia em torno de 2 a 55% com uma macroporosidade de 0-30%. Esses experimentos
mostraram que a composicdo de Ca/P e as cargas de fldor ou magnésio estdo relacionados com a
micro/macroestrura, fatores importantes associados com a biodegradacdo. Ceramicas com a
composicdo de Ca/P 1.67 sdo mais estaveis. O uso de ceradmicas porosas como substituto dsseo e
scaffolds para engenharia tecidual 6ssea € um assunto muito investigado. Parametros como a
porosidade, tamanho dos poros, e interconectividade tém sido mostradas através da influencia da
osteogénese, sendo necessdrio aperfeicoar a arquitetura dos scaffolds para aplicagdes especificas

(Koh, 2004).

No desenvolvimento de novos implantes e preenchimentos 6sseos, os fosfatos de célcio
possuem um perfil biolégico altamente atrativo, pois apresentam composi¢do quimica muito
semelhante a fase mineral dos ossos e dentes. Podem, entdo, participar ativamente do equilibrio
idnico entre o fluido biolégico e a ceramica apresentando grande habilidade em formar ligacdes
com o tecido hospedeiro sem, no entanto, apresentar toxidade local ou sistémica, resposta
inflamatéria ao implante e formacdo de um tecido fibroso envoltério. Sendo assim, os CaPs,
conseguem fornecer um grau de integridade estrutural ao implante a fim de manté-lo no lugar e
intacto até que o novo 0sso cres¢a. Além disso, estimulam o crescimento de um novo 0sso € sao
soliveis, de maneira que podem ser reabsorvidos pelo organismo permitindo que o novo 0sso

substitua o implante (Orii, 2005).
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O fosfato tricdlcico (Caz(PQOs4),, (TCP) que pode ser encontrado em quatro formas
distintas estdveis em diferentes intervalos de temperatura: o a-TCP estdvel entre 1120°C e
1470°C, porém metaestdvel em temperaturas abaixo de 1120°C; o o’-TCP estavel apenas acima
de 1470°C; o B-TCP estavel abaixo de 1120°C e o B’-TCP estdvel apenas com elevadas pressdes.
Sabe-se que nenhum desses compostos é formado nos sistemas biolégicos, porém a relevancia
destes CaPs estd no fato de que o B-TCP facilmente hidrolisa a octacdlcio fosfato (OCP),
Cag(HPO4)2(PO4)4.5H0) e o o-TCP a hidroxiapatita deficiente de célcio (CDHA,
Cag(HPO,4)(PO4)s(OH)), materiais que sdo facilmente encontrados em tecidos bioldgicos
mineralizados. No pH do organismo, o B-fosfato tricalcico (TCP), € muito solivel e libera fons de
célcio e de fosfato que podem promover a osteogénese. De fato, fons cédlcio possuem alguns
mecanismos, como precursores da diferenciagdo das células osteogeradores para células dsseas.
A saturacdo dos fons encoraja a precipitacdo de micro cristais de fosfato de calcio, facilitando a

nucleacdo para a osteogénese. O TCP € considerado altamente bioativo (Hench, 1993).

Fosfatos de célcio sintético para substituto dsseo sdo classificados como hidroxiapatita
(HA) Ca;o(PO4)s(OH),, fosfato tricalcico (B-TCP), Caz(POs),, fosfato de cdlcio bifdsico (BCP)
para misturas de HA e B-TCP com deficiéncia de célcio. Fosfato de cdlcio possui diferentes
solubilidades in vitro e uma velocidade de dissolu¢do em solu¢do tampao 4cida, o que pode
refletir na comparagdo de dissolu¢do ou na degradacdo in vitro (LeGeros, 1991; LeGeros e

LeGeros, 1996).

Os fosfatos de cdlcio degradam da seguinte maneira: ACP>>a-TCP>>3-TCP>CDA>>HA
(Ratner e colaboradores, 1996 ; Kawachi e colaboradores, 2000). Os fosfatos de calcio sdo
biomateriais disponiveis em diferentes formas fisicas (particulas ou blocos; densas ou porosas).
Uma das suas principais caracteristicas € a porosidade ideal para uma bioceramica porosa
semelhante a esponja do osso. Macroporosidade € introduzido no material, através de
substancias volateis ou porosas (naftaleno, actcar, per6xido de hidrogénio, polimero, fibras, etc)
antes da sinterizacdo em altas temperaturas (Daculsi et al, 1990; Daculsi et al, 1990c; Daculsi et
al, 1992a ; Daculsi et al, 1998). A macroporosidade € formada quando a matéria volatil é

liberada e enquanto que a microporosidade € o resultado do processo de sinteriza¢do, onde a

temperatura e tempo sdo parametros criticos.
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3 METODOLOGIAS EMPREGADAS NA CARACTERIZACAO E ANALISE DOS
BIOMATERIAIS

3.1 Introducao

Diversas técnicas sdo empregadas para a caracterizacdo e avaliacdo do desempenho dos
diversos materiais desenvolvidos. As caracteristicas quimicas podem ser analisadas por (DRX),
espectroscopia de infravermelho, a distribui¢do do tamanho das cadeias poliméricas pode ser
analisada por GPC, a morfologia de superficie das amostras pode ser analisada por microscopia
Otica e microscopia eletronica de varredura as caracteristicas térmicas podem ser analisadas por

TGA, DSC e ensaios mecanicos de tragao.

A viabilidade celular do biomaterial pode ser analisada por métodos diretos e indiretos,
pela absor¢cdo do sal do MTT ou azul de alamar nas mitocOndrias das células e os de ensaios
degradacao in vitro podem ser analisados através da degradagdo hidrolitica ou enzimatico.

Degradacdo hidrolitica (fase lenta) em relacdo as degradacdes enzimdticas pode ser
caracterizada pela perda de massa, ocasionando a diminui¢do da massa molar ponderal média, e

pela perda das propriedades mecanicas e de tracdo (Li et al , 1999).
Os mecanismos estudados por (Ratner et al, 1996) que influenciam na degradacdo do PCL
como morfologia, estrutura da superficie, condi¢des de cristalizacdo, espessura do filme e as

condicoes de degradacdo podem afetar a biodegradabilidade e estabilidade do filme.

Diversas metodologias podem ser empregadas para a caracterizacdo dos biomateriais,

onde algumas técnicas foram utilizadas neste trabalho e serdo destacadas.

18



3.2 Analise de difracao de raios X

A andlise de difrag@o por raios X permite obter informacdes detalhadas sobre dimensdes,
presenca de defeitos e orientacdo da rede cristalina. Na andlise de difracdo de raios X, que
corresponde a uma das principais técnicas de caracterizacdo para diversos materiais cristalinos,

suas aplicacdes se estendem em diversos campos de conhecimentos.

O f6ton dos raios X apds a colisio com os elétrons muda sua trajetoria, mantendo a
mesma fase e energia do f6éton incidente.  Fisicamente, podemos dizer que a onda
eletromagnética € absorvida pelo eletron e reemitida; portanto, cada elétron atua como centro de
emissdo de raios X. Os raios sdo espalhados sem perda de energia pelos elétrons de um dtomo
por dispersdo ou espalhamento coerente. Considerando a estrutura cristalina de dois ou mais
planos, para que ocorra a difragdo de raios X, dependendo da diferenca e do caminho percorrido

pelos raios X e do comprimento de onda da radiagcdo incidente.

Esta condi¢do € expressa pela lei de Bragg, ou seja, n 4 = 2 d senf na figura 5, onde A

«“__ 9

corresponde ao comprimento de onda da radiacdo incidente, “n” a um numero inteiro (ordem de
difracdo), “d” a distancia interplanetar para o conjunto de planos hkl ( indice de Miller ) da
estrutura cristalina e 0 ao angulo de incidéncia dos raios X. A equacdo abaixo mostra a lei de

Brag.

Equacido de Lei de Brag:
n A=2 d send equacdo 1
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Figura 5 - Difragdo de raios X e a Lei de Bragg (Amig6, 1981)

3.3 Analise por microscopia

3.3.1 Microscopia éptica (MO)

Polimeros semicristalinos apresentam dois tipos fundamentais de formacdo cristalina: a
lamelar, feita pela sobreposicao de placas, e a formacao esferulitica, caracterizada por glébulos
onde as cadeias estdo dispostas radialmente. As regides cristalinas esferuliticas podem ser
observadas pela técnica de microscopia Optica com luz polarizada. Os pardmetros fisicos
influenciam nas condicdes de velocidade de cristalizacdo e temperatura ambiente.

O processo de evaporacgdo e solvente (Hutmacher, 2000; 2001; Dalton,2009; Tsuji et al.,
2000) € suficientemente lento para a formacgdo de esferulitos. Inicialmente ocorre a prorrogacao
da regido amorfa e na seqiiéncia dos angulos lamelares alinhados com a direcdo da tensdo

aplicada.

3.3.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

O microscopio eletronico de varredura (MEV) € um equipamento que permite a obtencao

e informacdes sobre a morfologia. A grande vantagem do microscépio eletronico de varredura
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em relacdo ao microscopio Otico € sua alta resolucdo, da ordem de 2 a Snm, enquanto que no
microscopio 6tico € de 0,5um. Os elétrons sdo acelerados na coluna através de duas ou trés lentes
eletromagnéticas com tensdes de 1 a 30kV. Estas lentes obrigam um feixe de elétrons combinado
(5 2200 A) a atingir a superficie da amostra. A 4rea ou o volume a ser analisada é irradiado por
um fino feixe de elétrons. A interacdo do feixe de elétrons com a amostra causa a geracdo de
sinais que podem ser utilizados para produzir uma imagem ou realizar andlise de composi¢ao

quimica.

3.4 Analise térmica

A andlise termogravimétrica (TGA) € uma técnica da analise térmica pela qual a variagdo
da massa da amostra (perda ou ganho) é determinada em funcdo da temperatura e ou tempo,
enquanto a amostra € submetida a uma programacao controlada de temperatura. Essa técnica
possibilita conhecer as alteracdes que o aquecimento pode provocar na massa das substancias,
permitindo estabelecer a faixa de temperatura em que elas adquirem composi¢des quimicas,
fixas, definida e constante, a temperatura em que comeca a se decompor e acompanhar o

andamento de reacdes de desidratacdo, oxidagdo, combustdo, decomposi¢ao.

A andlise dindmico-mecanico (DMA), tem sido amplamente usada como uma técnica de
caracterizardo de polimeros através da deteccdo dos processos de relaxacdo, apresentando uma
sensibilidade muito superior quando comparada as técnicas convencionais de andlise térmica
(DSC). O estudo dos movimentos moleculares dos segmentos da cadeia polimérica principal e o
comportamento do material. E de vérios fatores, tais como, a composi¢do, a flexibilidade das
cadeias, a massa molar do polimero, a presenca de plastificantes, o grau de reticulacdo e de

cristalinidade.

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) é uma técnica termoanalitica na qual a
diferenga de calor entre uma amostra e uma referéncia é medida como uma funcdo da
temperatura. A amostra e a referéncia sio mantidas aproximadamente a mesma temperatura

através de um experimento. A calorimetria diferencial de varredura pode ser utilizada para medir
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vdrias propriedades caracteristicas de uma amostra. Usando esta técnica é possivel caracterizar
processos como a fusdo e a cristalizacdo bem como temperaturas de transi¢des vitreas (Tg). A

DSC pode ser também utilizada para estudar a oxidagdo, bem como outras reagdes quimicas.

3.5 Ensaios de resisténcia mecanica a tracao

Todos os materiais poliméricos exibem uma faixa de diferentes comportamentos
mecanicos, comportando-se como materiais frageis a baixas temperaturas, passando pelos
comportamentos pldstico e viscoeldstico, até o pléstico e, finalmente, viscoso em temperaturas
elevadas (Zavaglia, 1996).

Os metais e os ceramicos também apresentam deferentes comportamentos mecanicos.
Entretanto, como seus pontos de fusdo sdo elevados, a variagdo de suas caracteristicas em
temperaturas proximas a ambiente € irrelevante. Por outro lado, em temperaturas entre (-20 e 300
°C), os materiais poliméricos podem atravessar toda a faixa de comportamento mecanico
mencionada anteriormente, o que resulta em variagdes de seu médulo de Young e resisténcia
mecanica de até 1000 vezes. Dessa forma, enquanto € possivel considerar constantes a rigidez e a
resisténcia mecéanica de materiais metdlicos e ceramicos para fins de projeto, 0 mesmo ndo é
vélido para os polimeros. O comportamento mecéinico de um polimero € fun¢do de sua massa
molar e da temperatura, ou mais precisamente, o quao proéximo de sua temperatura de transi¢ao
vitrea ele se encontra. Cada tipo de comportamento mecanico cobre certa faixa de temperatura
normalizada, definida como a razdo entre a temperatura na qual o material se encontra e sua

temperatura de transi¢do vitrea (Zavaglia, 1996).

3.6 Avaliacao de citoxicidade e degradacao hidrolitica

3.6.1 Teste de viabilidade celular pela absor¢ao do MTT
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A andlise de biocompatibilidade do material produzido foi realizada por meio de teste in
vitro de citotoxidade, cuja Norma Técnica reguladora € a ISO (International Organization of
Standardization) 10993-5: Tests for Cytotoxicity — In Vitro Methods. De acordo com esta Norma,
foi selecionado o teste de viabilidade celular pela metabolizacio do MTT como o mais

apropriado (Costa et al, 2003).

O principio deste método consiste na absorcdo do sal MTT brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazélio pelas células, sendo reduzido no interior da mitocondria
a um produto chamado formazana. Este produto, acumulado dentro da célula, é extraido através
da adicdo de um solvente apropriado (Mosmann, 1983). Esses testes sdo qualitativos, sendo
também necessarios alguns experimentos quantitativos para realmente comprovar com certeza da

toxicidade do material.

O ensaio detecta as células vivas e o sinal é dependente do grau de ativagdo dessas
células. Esse método pode, portanto, ser usado para medir a citotoxicidade, proliferacdo ou a

ativagdo celular (Mosmann, 1983).

A avaliacio da biocompatibilidade de um implante depende de vérios fatores,
especialmente do tipo de tecido que serd exposto o material e a duragdo da exposicdo. A selecdo
dos testes depende do uso final do biomaterial. E em geral, a avaliacdo da biocompatibilidade de
um biomaterial tem inicio com testes preliminares de citotoxicidade, empregando testes in vitro.
A citotoxicidade de um biomaterial é definida por sua capacidade de liberar substancias que
possam causar danos ou morte celular, direta ou indiretamente, através da inibicdo de vias

metabdlicas (Oréfice et al, 2006).

3.6.2 Atividade fosfatase alcalina (ALP)

A atividade fosfatasse alcalina ALP € hidrolisada por uma série de substratos
fosfomonoésteres em pH alcalino além de atuar em reagdes de transfosforilacdo (Donachi et al,

1990; Blasco et al, 1993). A fosfatase alcalina é uma enzima que desempenha um importante e
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critico papel nos processos bioldgicos. E uma enzima participante do processo detoxificacao,
metabolismo e biossintese de macromoléculas energéticas destinadas a diferentes e essenciais
funcdes da célula. Qualquer interferéncia na atividade dessa enzima resulta no equilibrio

metabdlico.

Esta enzima esta presente em todos os tecidos e em altas concentragdes de alguns 6rgdos
como o osso e o figado. A enzima fosfatase alcalina hidrolisa 4-NPP-(4-p-nitrofenilfosfato)
formando 4-nitrofenol e fosfato organico em condi¢Oes alcalinas. O 4-Nitrofenol detectado no

espectrofotometro a 405 nm fornecem a atividade da fosfatase alcalina da amostra.

3.6.3 Estudo da degradacao hidrolitica em solucao tampao fosfato (PBS)

O estudo de degradacdo hidrolitica em solucdo tampdo fosfato (pH=7,4 — 37°C) 0,1
mol/L, realizado no grupo das membranas densas de PCL e porosas e compdsitos densos PCL/B-

TCP e porosos preparados com o solvente cloroférmio e lixiviacdo de sal.

As membranas foram secas em estufa a 35°C por 17 horas e apds esse processo as
amostras foram acondicionadas em tubos de ensaio contendo 10 ml da solu¢do tampao fosfato e
mantidas em estufa a 37+ 0,5 °C por um periodo de 17 meses. A degradacdo in vitro das amostras
foram acompanhadas através dos resultados obtidos por MEV e pela técnica de DSC, com o

objetivo de avaliar a influencia no processo de degradag@o.
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4 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo € apresentada a metodologia utilizada para o desenvolvimento deste
trabalho, que compreende as etapas de sintese e caracterizacdo do pé de B-TCP, preparo das
membranas densas e porosas de PCL e compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP. Esta

metodologia esta ilustrada nas figuras 6 € 7.

4.1 Materiais

Para a obten¢do das membranas foi utilizado o polimero poli(e-caprolatona), de massa
molecular média (Mn) 80.000 g/mol, fornecido pela Sigma-Aldrich (EUA). O fosfato de cdlcio
dibésico anidro (Mn) 136,06 g/mol e o carbonato de célcio (Mn) 100,09 g/mol foram fornecidos

pela Labsynth (Diadema,SP) e utilizados na preparagdo do B-fosfato tricalcico.

Foram utilizados dois tipos de solventes: diclorometano P.A (Labsynth,Diadema,SP)
(CH2Cl) e o cloroférmio P.A de concentracdo 99,99% (J.T.Baker, EUA) (CHCl;) e para a

criacdo dos poros das membranas foi utilizado cloreto de s6dio (NaCl) Labsynth (Diadema S.P)

O diclorometano é um solvente polar e um hidrocarboneto clorado; apresenta alta
volatilidade e possui um aroma adocicado.  Dos compostos organoclorados esse solvente é o
menos perigoso e € usado também como decapante e desengordurante e na industria de alimentos

para descafeinar o café e para preparar extratos de lipulo e outros aromas.
O cloroférmio € um anestésico eficiente um liquido incolor e volatil que apresenta um

odor etéreo agradavel. E miscivel com os principais solventes organicos. Sua principal aplicacio

atualmente é como solvente. Também € usado na producio de outros compostos.
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Figura 6 - Fluxograma com as etapas do trabalho
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Figura 7 - Fluxograma da degradacdo hidrolitica em PBS do grupo das membranas utilizando
solvente cloroférmio
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4.2 Métodos

4.2.1 Sintese e caracterizacao do p-fosfato tricalcico - p-TCP

O B-fosfato tricdlcico foi sintetizado utilizando o processo baseado na mistura de dois

s6lidos (Yang ; Wang; 1998).

Foram utilizados de carbonato de cédlcio (CaCOs, Labsynth MM 100,09 g/mol) e fosfato
de célcio bibdsico (CaHPO,4, Labsynth MM 136,06 g/mol) para obtencdo do pé B-TCP. Para
tanto os pds foram vigorosamente agitados para garantir a homogeneidade da mistura e em

seguida calcinados a 1050 °C em mufla por 6 horas com temperatura controlada. A tabela 2

mostra dados das quantidades de reagentes utilizados.

Tabela 2- Quantidade em massa de reagentes necessdria para a produ¢do de uma dada massa de

B-TCP
m(CaCO3) g m(CaHPOy,) g m(Caz(PO4)2)g
50,05 136,06 155,09
25,02 68,03 77,55
12,51 34,01 38,77

O material obtido foi posteriormente moido, peneirado e separado granulométricamente

aproximadamente 44 um. O pé foi submetido a caracterizacdo por difracdo de raios x (DRX) e

microscopia eletronica de varredura (MEV).
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4.2.2 Caracterizacoes do B- fosfato tricalcico - §-TCP

a) Difracio de raios X

Os ensaios de difracdo por raios X foram realizados no equipamento RIGAKU, modelo
DMAX 2200 da Co, que utiliza tubo de cobre, radiagdo Cu-Ka, filtro de Ni, 40mA. O intervalo

angular utilizado (20) foi de 4 a 40°, com velocidade de 3°min'.

b) Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para a andlise morfologica do pd fosfato de cdlcio foram utilizado particulas com
aproximadamente 44um. As amostras foram coladas sobre suportes metalicos, recobertas com

ouro utilizando o equipamento Balzers, modelo SCD 050, o microscépio utilizado foi o JSM

6360-LV (JEOL) a uma tensio de 20 kV

4.3 Obtencao das membranas densas de PCL puro e porosas compésitos de PCL/B-TCP -

densas e porosas

Para a obtencdo das membranas densas de PCL puro, em um erlenmeyer 1,5g gramas de poli
(e-caprolactona) (PCL - Sigma — Aldrich — MM = 80.000 g/mol) foram adicionados 15 ml de
solvente especificado (diclorometano, CH,Cl, - Labsynth ou cloroférmio, CHCI; - J. T. Baker).
A solucdo foi mantida sob agitacdo com o uso de agitador magnético até completa dissolucao.
Concluida a homogeneizagado, toda a mistura foi vertida em placa de petri de 15 cm de diametro.
As membranas puras de PCL e dos compdsitos de PCL/B-TCP densas foram obtidas com a

mesma metodologia descrita acima, porém com a adicdo em peso de 5% de B-TCP.

Para obtencdo das membranas porosas foi adicionada a solucao preparada para as membranas

densas de PCL puro 50% em peso de cloreto de sédio (NaCl — Labsynth). Em seguida, apds a
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evaporacdo de todo o solvente, as membranas porosas e os compésitos de PCL-B-TCP-sal foram
imersos em um recipiente com dgua destilada sob agitacdo por 72 horas para a remog¢ao do sal,
um processo de lixiviagdo que visa criagdo de porosidades com a retirada dos sal. O tamanho das
particulas de NaCl variaram entre 210-500 pm, de acordo com o compdsito produzido. Em todos
os casos foram obtidos membranas com dois diferentes solventes - diclorometano e o
cloroférmio. Os compdsitos porosos foram colocados em papel para drenagem da dgua e, em
seguida, colocados em estufa a 35 °C com circulag@o de ar por 17 horas para evaporar o residuo

da 4gua.

Os compositos foram obtidos na forma de membranas densas e porosas com
aproximadamente 0,960pum de espessura pelo método de evaporag@o do solvente ou casting e
lixiviacdo do sal. O método consiste na dissolugdo do polimero em solvente apropriado e
posterior evaporacdo do mesmo (Barbanti, 2004). Para efeito de comparacdo também foram
obtidas membranas de PCL puro na forma densa e porosa.

Um resumo das composicdes das diferentes membranas obtidas € apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 — Amostras preparadas com diferentes composi¢des (membranas densas e porosas de

PCL - compésitos densos e porosos de PCL/B-TCP), utilizando os solventes diclorometano e

cloroférmio.
Sigla Composicao CH,Cl, CHCl; | B-TCP | NaCl
membranas 50%

D-PCL-1 Densa PCL puro X
D- PCL/ B-TCP-1 Densa PCL/ B-TCP X X
P-PCL-1 Porosa PCL puro X X
P- PCL/ B-TCP-1 Porosa PCL/ B-TCP X X X
D-PCL-2 Densa PCL puro X
D- PCL/ B-TCP-2 Densa PCL/ B-TCP X X
P-PCL-2 Porosa PCL puro X X
P- PCL/ B-TCP-2 Porosa PCL/ B-TCP X X X

D = membrana densa, P = membrana porosa, 1 = obtidas com CH,Cl,, 2 = obtidas com CHCls.
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Todas as membranas densas e porosas de PCL e compésitos densos e porosos de PCL/B-
TCP foram armazenadas em dessecador a vicuo para caracterizagdo morfologica por microscopia
otica (MO) e microscopia eletronica de varredura (MEV), e as analises termogravimétrica
(TGA), calorimétrica diferencial de varredura (DSC) e ensaios de resisténcia mecanica a tragao,

citoxicidade, atividade de fosfatase alcalina (ALP) e degradacdo in vitro.

4.4 Métodos de caracterizacao das membranas densas de PCL utilizando solvente

diclorometano e cloroférmio

a) Microscopia optica (MO)

Para a andlise de microscopia Optica, foi utilizado o estereoscopico Olympus SZ 40 -
modelo GX51 - com sistema automdtico de fotografia. Para a obtencdo das imagens utilizou-se
luz polarizada e a opcao por DIC, Differential Interference Contrast, um dispositivo que ressalta

as diferencas topogréficas dos compositos.

b) Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para a andlise morfoldgica das superficies e fratura das membranas puras e porosas e dos
compdsitos densos e porosos por microscopia eletronica de varredura, as amostras foram
metalizadas com ouro utilizando o equipamento Balzers, modelo SCD 050, e o microscépio
utilizado foi o JSM 6360-LV (JEOL) a uma tensdo de 20 kV. Foram investigadas as superficies
dos compositos em contato com o ar, € a fratura das amostras foi obtida em nitrogénio liquido,

nas mesmas condi¢des acima.

4.5 Caracterizacao térmica
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4.5.1 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA) das amostras foi conduzida empregando-se um
equipamento TGA 2950 HR. As amostras das membranas densas e porosas de PCL e dos
compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP foram aquecidas na faixa de 25°C a 800°C (taxa de
aquecimento 10°C/min.) em atmosfera de argdénio (100 mL.min-1). As massas das amostras
variaram cerca de 10 mg em uma termobalanca. Este método descreve os dados de uma tnica

etapa de degradacdo no estado s6lido em termos da cinética da reacdo.

4.5.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As andlises de DSC das membranas densas e porosas de PCL e compdsitos densos e
porosos de PCL/B-TCP foram determinadas utilizando o equipamento de DSC modelo (STA
409C da Netzsch — Geratebau Gmbh Thermal Analysis). As amostras foram pesadas em torno de
10mg e transferidas para uma panela de aluminio e fechadas. O aquecimento inicial da amostra
foi de 25 °C a 125°C e em seguida foi resfriada a uma temperatura de -150°C para que se
pudessem desconsiderar as influéncias térmicas decorrentes da etapa de preparacdo das amostras
e a seguir foi aquecida novamente a 125°C. Todas as etapas foram realizadas a uma taxa de
10°C/min. As etapas das corridas foram realizadas sob atmosfera de N, ultrapuro e ultra-seco,

sob um fluxo constante de SOml/min.

Através das curvas de DSC foram obtidos os valores da temperatura de transi¢do vitrea

(Tg) e a temperatura fusao (T¥)

4.6 Ensaios de resisténcia mecanica a tracao

Os ensaios de resisténcia mecénica a tracdo das membranas densas e porosas de PCL e

compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP, foram realizadas em um equipamento de Tracdo

32



Tinius Olsen. A dimensdo das amostras de (10 x 1x 0,1cm), fixadas por garras a uma distancia

especifica de 7cm e alongadas a uma taxa de deformacao e velocidade constante de SOmm/min.

As amostras apresentaram-se extremamente finas e frageis necessitando de uma
adequacdo para a realizacdo dos ensaios, que foram avaliados pela norma ASTM D882. Foram
utilizados oito corpos de prova para cada composicdo das membranas analisadas. Os gréificos
mostram os comportamentos mecanicos das membranas € compositos bem como seus valores de

tensdo no limite eldstico e plastico e a tensdo maxima na ruptura.

4.7 Avaliacao preliminar de biocompatibilidade

4.7.1 Cultura das células

As linhagens celulares (MG63) de osteoblastos de osteosarcoma humano - ATCC, foram
cultivadas em meio de cultura («-MEM), meio minimo esséncial com 10% de soro fetal bovino
(SBF) até a sexta passagem.

As linhagens celulares hMSC (células-tronco mesenquimais de medula humana —ATCC),
foram cultivadas em meio especifico hMSCGM com 10% de SBF (Sigma) em ambos 0s meios
de cultura foram adicionados 0,5% de solug¢do contendo estreptomicina 100 mcg/ml e penicilina
100U/ml.

As células MG63 foram cultivadas em garrafas de poliestireno de 75 cm” em estufa a
37°C e 5% de CO;, e quando a monocamada atingiu 90%, foi lavada com 3% de PBL e com 1,5
ml de tripsina bovina 0,2% (ATV). As células foram semeadas em uma concentragdo de 10°

células/pocos de placas de cultura de 24 pocos.

As células hMSC foram cultivadas em garrafas, de maneira semelhante ao procedimento
anterior, porém com o meio especifico (hMSCGM e 10 % SBF).
Ap6s esse procedimento, as células foram semeadas em placas na concentracio de 2x10°

células/ml. Para diferenciacdo das hMSC em osteoblastos, o meio de cultura foi trocado pelo kit
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promotor de diferenciacdo osteogenico (dexametasona-10°M, 4cido ascérbico — 30 pg/ml e

glicerofosfato — 10mM) apds 24h de incubacao.

4.7.2 Avaliacao preliminar da viabilidade celular através da absorcao do (MTT)

A andlise de biocompatibilidade do material produzido foi realizada por meio de teste in
vitro de citotoxidade, cuja Norma Técnica reguladora € a ISO (International Organization of
Standardization) 10993-5: Tests for Cytotoxicity — In Vitro Methods.

As células foram semeadas numa densidade de 10* células por poco em placas de
poliestireno de 24 orificios e incubadas em estufa a 37 °C e 5 % de CO,.

Ap6s 24 horas, os meios das placas foram trocados e as amostras dos materiais colocadas
em contato com a monocamada celular. Como controle positivo foi utilizada uma solucio de
fenol 10% em meio de cultura e soro. As células com meio de cultura fresco foram avaliadas

como controle negativo.

As células foram incubadas por 72 h sem renovagdo do meio de cultura e soro fetal bovino
(Kim et al., 2003). Apds esse periodo, foi aplicado as placas 1 ml da solucao de (0,5 mg/mL) de
MTT, diluido em meio o-MEM (meio minimo essencial) e 10% de soro. As células foram
incubadas por 4 h, em estufa 37°C em uma atmosfera contendo 5% de CO,. Em seguida apds o
tempo de incubagdo o meio de cultura foi aspirado e a monocamada celular dissolvida em 500 ul
Dimetil Sulfé6xido (DMSO), e o produto corado (formazano). A leitura da solucdo de cada placa
foi determinada em espectrofotometro leitor de ELISA a 600nm (SLT Labinstruments — Austria).
A densidade 6ptica (DO) foi utilizada para cédlculo das porcentagens de viabilidade, que foram

analisadas versus os diferentes materiais incubados.

4.7.3 Atividade fosfatase alcalina (ALP)

A atividade da fosfatase alcalina (ALP) foi quantificada com fosfatase alcalina (Sigma).
As membranas densas e porosas, os compositos porosos € o controle negativo foram submetidos

as condicdes para diferenciacdo osteogénica. A atividade da fosfatase alcalina foi avaliada no
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intervalo de 3,7 e 10 dias com amostras em triplicata. As células foram lavadas com PBS e
incubadas com 1% de (Triton X ) por 30 minutos a 37°C. A suspensdo de cada pogo da placa de
cultura foi homogeneizada e foram adicionados 200pL de substrato de ALP (p-nitrofenil fosfato)
por 1 hora a 37°C. A reagdo foi interrompida usando 10uL de hidréxido de sédio (0,02M), e a
absorbancia final foi lida em um espectrofotometro a 540nm (Bio Rad Laboratotories,

Hercules,CA,USA)

4.8 Analise de biodegradaciao

4.8.1 Degradacao in vitro em tampao fosfato (PBS)

O estudo “in vitro” da degradacdo hidrolitica foi realizado em solu¢do tampdo fosfato
(pH=7,4) com o grupo 2 das membranas e dos compdsitos preparados com o solvente
cloroférmio. As amostras na forma de discos com didmetro de 13mm foram lavadas com etanol
e dgua destilada e acondicionadas em tubos de ensaio contendo 10 ml da solu¢do de tampao
fosfato (PBS) 0,1 mol/L, pH 7,4 e mantidas em estufa a 37 °C £ 0,5 °C (Kaushiva et al, 2007). A
solu¢do tampao fosfato foi trocada periodicamente, por um periodo de 17 meses de incubagio,
apos esse periodo as amostras foram retiradas, lavadas com dgua destilada e secas em estufa com
circulacdo de ar a 35°C por 17horas. As amostras foram caracterizadas pelas técnicas de MEV e

DSC.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Sintese e caracterizacao do p-fosfato tricalcico (B-TCP)

O B-fosfato tricalcico (B-TCP) foi sintetizado segundo o método descrito no capitulo 4.
Foram realizadas as seguintes andlises com esse material: difracdo de raios X (DRX),

microscopia eletronica de varredura (MEV), espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

5.1.1 Ensaio de difracao dos raios X

Para obter bons resultados foram utilizados os reagentes de marcas confidveis. A andlise
por difracdo de raios X permitiu a identificacdo da fase do B-fosfato tricalcico produzido,
garantindo que o produto formado era realmente o B-TCP como mostra a figura 8. O B-TCP
apresentou uma estrutura cristalina e porosa. Apesar de a porosidade diminuir a resisténcia
mecanica do material, esta estrutura pode permitir uma futura penetracao do tecido dsseo. A
andlise de difracdo de raios X permite obter informacdes detalhadas sobre dimensdes, presenca

de defeitos e orientacdo da rede cristalina.

Neste experimento foi obtido uma razdo de Ca/P = 1,45, que € condizente com os dados
encontrados na literatura para o B-TCP (Yang ; Wang, 1998). O grifico apresentado na figura 8,
mostra os diversos picos no angulo 26 e os dois picos intensos e caracteristicos entre 30° e 35°
indicam a formacgao do B-TCP. Os picos obtidos através da difracido do raios X, foram analisados
através do grafico padrao do programa Philips X “Pert, como mostra a figura 9. A identificacdo
dos picos indica a presenca do B-TCP na amostra através da composi¢cdo quimica dos cristais. Na
andlise por espectroscopia de energia dispersiva (EDS), que mostra os picos de Ca e P indicando

a reproducdo do método utilizado e a obtencdo do B-TCP com alto grau de pureza.
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5.1.2 Microscopia eletronica de varredura do p-TCP e Espectroscopia de energia dispersiva

EDS

“l B
C:

600
400+

200

Figura 10 - Micrografia eletronica de varredura do p6 B-TCP (A). (B) Espectroscopia de energia
dispersiva (EDS).

A morfologia do B-TCP foi analisada através da MEV. A figura 10A apresenta a
superficie do p6 B-TCP sintetizado a 1050°C por 6 horas. A micrografia mostra a microestrutura
do material apresentando grdos interligados e a cristalinidade de forma esferoidal com estrutura
de poros, interconectados demonstrando que o material sofreu o processo de sinterizagdo, pelo
empescocamento e a unido das particulas, assim como Zyman et al observou em um trabalho

semelhante (Zyman et al, 2008).

A espectroscopia de energia dispersiva (EDS) do B-TCP a confirma a presenca de P e Ca
de acordo com a estrutura da micrografia apresentada pelo MEV como mostra a Figura 10 (A).
O B-fosfato tricalcico € um material cristalino e também conhecido como TCP. Devido sua
estabilidade em dgua o B-TCP ndo pode ser precipitado em condi¢cdes aquosas normais. Quanto
menor a relagdo de Ca e P, maior a solubilidade em meio fisiolégico de forma que ceramicas
TCP (Ca/P=1,5) apresentam uma maior biodegradacdo que as de HAp(Ca/P=1,67). Deve-se
também ressaltar que a estabilidade ¢ uma fungdo nio apenas da composi¢do, mas também das
propriedades fisicas dos pds e dos produtos sinterizados, apresentando tamanho, forma das

particulas, area superficial, estrutura cristalina e densidade.
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Segundo alguns trabalhos da literatura (Gibson et al, 1996; Mirtchi et al, 1989), o B-TCP
¢ um biomaterial com um alto potencial para implante apresentando uma limitacio em seu
processamento que esta relacionado a temperatura de transformacgdo da fase polimoérfica, que
ocorre quando o TCP € processado em altas temperaturas podendo ocasionar pequenos defeitos

(trincas), na estrutura do material reduzindo assim sua estrutura mecanica.

5.2 Sintese e caracterizacao das membranas densas de PCL puro e porosas e compositos de

PCL/B-TCP - densas e porosas

Nas membranas densas PCL puro e porosas e compdsitos de PCL/B-TCP densos e
porosos, preparados com os solventes diclorometano e cloroférmio, foram realizadas as seguintes
analises:

e Membranas densas PCL puro preparadas com os solventes, diclorometano do
grupo 1 e as membranas densas preparadas com cloroférmio do grupo 2.:
microscopia Optica (MO) de luz polarizada, que a forneceu dados qualitativos
para verificar a rede cristalina das amostras preparadas com os dois solventes
(diclorometano e cloroférmio).

e Membranas densas e porosas de PCL e compdsitos densos e porosos de PCL/pB-
TCP, preparadas com os dois solventes: microscopia eletronica de varredura
( MEV)

As micrografias estdo representadas pela sigla da membrana ou compdésito. O grupo 1
representa o solvente diclorometano e o grupo 2 representa o solvente cloroférmio utilizado no

preparo das amostras.

5.2.1 Microscopia éptica (MO)
A figura 11 (A,B) mostra a microscopia Otica de luz polarizada da superficie das

membranas densas de PCL puro de poli (e-caprolactona) utilizando como solvente

diclorometano e cloroférmio.
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O objetivo da analise € visualizar a regido da fase cristalina (esferulitos) do polimero semi-
cristalino PCL. A por¢ao amorfa do polimero apresenta regido cristalina ordenada e continua. A
figura 11 (A,B) mostra a superficie das composicOes semelhantes preparadas com solvente

diclorometano (A) cloroférmio (B).

Pela andlise da figura 11A, é possivel notar que a estrutura cristalina (esferulitos) na
membrana de PCL puro preparado com solvente diclorometano sdo ligeiramente maiores que a
estrutura semelhante formada na membrana PCL puro preparada com cloroférmio (figura 8B).
Observa-se a parte cristalina do poli (e-caprolactona) (PCL), formando uma estrutura cristalina
(esferulitos), circundados pela por¢do amorfa. A morfologia e as propriedades mecanicas sio
alteradas como uma das conseqiiéncias das interacdes polimero-solvente na fase amorfa. Uma
estrutura esferulitica mais refinada é devido a uma taxa de nucleacdo podendo fornecer

propriedades mecanicas e Opticas melhores ao material.

A mesma estrutura cristalina também foi observada por Wang e colaboradores em seu
trabalho (2006). A relacdo da polaridade do solvente pode influenciar na formagdo da estrutura
cristalina como; cristalinidade, orientacdo e distribuicio de peso molecular, pois os solventes
diclorometano e o cloroférmio possuem polaridade e peso molecular diferentes.

Consequentemente diversos polimeros mostram mais que dois tipos de esferulitos
variando formas diferentes, quanto ao sinal e a intensidade da birrefringéncia e para a presenca de

anéis unidos (Raimo, 2007).

Os resultados aqui apresentados estdo de acordo com trabalhos anteriores, na literatura (Tsuji et
al., 2000), descreveu que o processo de evaporacdo de solvente € suficientemente lento para a
formacgdo de esferulitos que apresentam forma semelhante a observada na micrografia Gtica da

Figura 8.
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Figura 11 - Microscopia Optica de luz polarizada membrana densa PCL puro preparada com o
solvente diclorometano (A). Membrana densa de PCL puro preparada com o solvente

cloroférmio(B). (10x).

5.2.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV) membranas densas e porosas de PCL e

compositos densos e porosos de PCL/pB-TCP.

a) Membranas densas e porosas de PCL.

As membranas densas de PCL puro como mostra a micrografia da figura 12 (A,B),
preparadas com os dois solventes. Apresentaram na superficie uma estrutura lisa e uniforme com
algumas imperfei¢cdes podendo estar relacionadas ao arranjo das cadeias poliméricas durante a
evaporacdo do solvente. Essas concavidades sdo mais acentuadas na amostra preparada com o

solvente cloroférmio figura (B).

As membranas porosas da figura 12 (C,D) preparadas com a adi¢do de sal, houve um
aumento na porosidade na superficie em relacio as membranas densas de PCL puro. Estudos
realizados por Combes e colaboradores prepararam amostras densas e porosas pelo processo de
evaporacdo de solvente e concluiram que a estrutura € uma funcdo do processo, condi¢des do
solvente, cristalinidade do material e o parametro solubilidade do solvente utilizado (Combes et

al, 2004)
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O tamanho dos poros e a irregularidade da superficie esta relacionada ao tamanho das
particulas de sal e a quantidade utilizada no preparo das amostras. Durante a evaporacdo do
solvente que apresenta uma abertura dos poros no processo de lixiviacdo para a retirada do sal, e
a formacdo dos poros como pode ser visto na figura 12(C, D). O tamanho e a distribui¢do do

agente porogenico variaram (210-500pum) de acordo com a composi¢cdo, conforme tabela 3.

Para a engenharia tecidual € importante que os poros estejam interligados favorecendo o
crescimento celular e a dissolucdo dos fatores de crescimento no interior dos poros.  As
vantagens deste processo incluem a sua simplicidade, versatilidade e facilidade de controle do
tamanho dos poros e geometria. No entanto a dificuldade desse método para a precisdao da
interconectividade dos poros foi encontrado em trabalhos realizados por (Wintermantel et al,

1996 e Moore et al, 2004)

| D-PCL-1 (A) D-PCL-2 (B)

P-PCL-1 (C)

Figura 12 - Micrografia da superficie das membranas densas e porosas PCL(A,C) preparadas com

diclorometano e das membranas densas e porosas (B,D) preparadas com cloroférmio.
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b) Compésitos densos e porosos de PCL/B-TCP

Na figura 13 (A,B,C,D) verificam-se as superficies dos compdsitos densos e porosos de
PCL/B-TCP. Os compdsitos densos com a adi¢do do B-TCP figura 13 (A,B) apresentam as
superficies densas e lisas com a presenca das particulas do fosfato de célcio dispersos no
polimero sem qualquer indicio de poros. As particulas do compodsito denso na figura 13 (A)
apresentam-se mais uniformes que as apresentadas na figura 13 (B). Nos compdsitos porosos
figura 13 (C,D) observa-se uma superficie irregular e rugosa devido a porosidade e a presenca
das particulas do B-TCP e do agente porogénico. A porosidade é de grande importancia nas
aplicacdes da engenharia tecidual para que haja adesdo celular e proliferacdo sobre toda a
superficie. Um estudo realizado por Mikos e colaboradores (Mikos et al, 1993; Mikos et al,
1994), relacionou o crescimento celular com a taxa de penetracdo das estruturas porosas dos

polimeros biorreabsorviveis juntamente com a distribui¢io e o tamanho dos poros no material.

D-PCL/B-TCP-1 (A) [EESEEEEEEE D-PCL/B-TCP-2 (B)

P-PCL/B-TCP-2 (D)

Figura 13 - Micrografia da superficie dos compdsitos densos e porosos PCL/B-TCP preparados
com diclorometano (A,C) e compdsitos densos e porosos PCL/B-TCP  preparados com

cloroférmio (B,D)
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¢) Fratura das membranas densas e porosas de PCL.

A figura 14 (A,B,C,D) mostra as membranas densas de PCL e porosas fraturadas em
nitrogénio liquido. As fraturas das membranas densas de PCL de acordo com a figura 14 (A,B),
apresentam uma estrutura lisa, plana, compacta e homogénea sem a existéncia de poros.

As membranas porosas da figura 14 (C,D) apresentam no seu interior uma estrutura e
morfologia dos poros interconectados com diferentes geometrias e espessuras devido ao processo
de lixiviacdo para a retirada do sal.

A irregularidade dos poros e estrutura ndo uniforme € devido a técnica de obtencdo das
membranas por evaporagdo de solvente com adi¢do de sal ou casting, variando a quantidade e o
tamanho dos graos (Barbanti, 2004). O nivel de interconectividade € de grande importancia para
a vascularizagdo e crescimento de tecidos. O solvente provavelmente pode influenciar no
processo de cristalizacdo e solidificacdo da estrutura e da morfologia.

Como pode ser observado na figura 14 (B) mostram no seu interior pequenos defeitos e
irregularidades, que pode ser atribuido a evaporacdo do solvente. A geometria determina o
volume e as composi¢des semelhantes, fatores determinantes para a diferenca entre as
membranas porosas. As caracteristicas porosidade e tamanho dos poros dependem do método de
fabricacdo do scaffolds, segundo outros trabalhos realizados (Mikos et al, 1993; Mikos et al,
1994; Mooney et al, 1994; Mooney et al, 1996), que também observaram essas diferencas em

seus resultados.
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D-PCL-1 (A) : D-PCL-2 (B)

P-PCL-1 (C)

Figura 14 - Micrografia das membranas densas e porosas de PCL preparadas com
diclorometano(A,C) e das membranas densas e porosas de PCL preparadas cloroférmio(B,D)

fraturadas com nitrogénio liquido.

d) Fratura dos compésitos densos e porosos de PCL/B-TCP

Os compésitos densos e porosos de PCL/B-TCP fraturados com nitrogénio liquido sdo
apresentados na figura 15. Os compdsitos densos mostram-se compactos na parte interna com as
particulas do B-TCP como mostra a figura 15(A,B). Os compdsitos porosos com as particulas
do B-TCP apresentam uma estrutura porosa e interconectividade dos poros, além de B-TCP
disperso na fase polimérica do (PCL) como € observado na figura 15 (C,D). A matriz polimérica
envolve as particulas do B-TCP, como mostra a micrografia das duas composi¢cdes, mas
permanecem separados formando duas fases.

Na figura 15 (A,C), membrana densa e o compdsito preparados com o solvente
diclorometano, apresentaram uma estrutura mais rigida e compacta comparada com a composi¢ao

semelhante da figura 15 (B,D), preparada com o solvente cloroférmio. A morfologia e as
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propriedades mecanicas sdo alteradas como uma conseqiiéncia das interacdes polimero-solvente
na fase amorfa. E possivel afirmar, que, em geral, uma estrutura esferulitica mais refinada, é

devida a uma taxa de nucleacdo maior, e pode fornecer propriedades mecanicas e ticas melhores

ao material.

D-PCL/B-TCP-1 (A) | p-pcLB-TCP-2 (B)

Figura 15 - Micrografia dos compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP preparados com o
diclorometano (A,C) e compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP preparados com o

cloroférmio (B,D) - fraturados com nitrogénio liquido.
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5.3 Caracterizacoes termogravimétricas (TGA) das membranas densas e porosas de PCL e

compositos densos e porosos de PCL/B-TCP .

a) Membranas densas e porosas de PCL

A verificacdo da estabilidade térmica e a composi¢cao das membranas densas e porosas de
PCL e compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP foram obtidos através da andlise
termogravimétrica (TGA).

Na Figura 16 (A,B,C,D) as curvas de TGA apresentadas ndo exibiram picos endotérmicos
relativos a liberagdo molécula de dgua que pode ser evidenciada na curva como uma perda de
massa gradativa que ocorre desde a temperatura ambiente até proximo de 100°C.

As curvas de TGA da figura 16 (A, B) referentes as membranas densas de PCL puro e
figura 16 (C,D) das membranas porosas preparadas com os dois solventes diclorometano e
cloroférmio, apresentaram perda total da massa com um unico estdgio da curva.

A temperatura de degradacdo térmica foi igual para todas as amostras densas e porosas.
Um estudo realizado por Pena (Pena et al, 2006) sobre a degradagdo térmica do PCL, demonstrou
um unico estdgio de decomposicdo para o polimero. Um trabalho realizado por Wang e seus
colaboradores (Wang et al, 2006) observaram uma perda de massa precoce da poli (e-

caprolactona) pura.
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Figura 16 - Curva das andlises termogravimétrica das membranas densas e porosas de PCL (A,C)
preparadas com o diclorometano e membranas densas e porosas de PCL preparadas com o

cloroférmio (B,D)
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b) Compésitos densos e porosos de PCL/B-TCP
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Figura 17 - Curva das andlises termogravimétrica dos compdsitos densos e porosos de PCL/pB-
TCP preparados com o diclorometano (A,C) e compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP

preparados com o cloroférmio (B,D).

As amostras densas conforme podem ser observadas na figura 17 (E,F) com adi¢do das
particulas do fosfato de calcio, apresentaram uma perda de massa de aproximadamente 7% em
relacdo a membrana de PCL puro que teve uma perda de massa total, deixando um residuo de

93%, essa variagdo € decorrente a presenca do -TCP na amostra.

As membranas porosas com adi¢do do B-TCP apresentaram perda de massa em torno de
50% podendo estar relacionado com a porosidade da membrana e a adicdo do B-TCP. Vale
ressaltar que a faixa de temperatura de calcinacdo do B-TCP ocorre acima de 1000°C, e a faixa

de temperatura de degradacio dos polimeros ocorre na faixa de 200° - 400°C.

5.4 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) das membranas densas e porosas de PCL e

compositos densos e porosos de PCL/B-TCP
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a) Membranas densas e porosas de PCL

A figura 18 (A,B,C,D) apresentam as curvas de DSC no segundo aquecimento das
membranas densas e porosas de PCL preparados com dois solventes — diclorometano e
cloroférmio.

Nas analises de calorimetria diferencial de varredura (DSC), foi possivel observar a Tg e
Tf das amostras analisadas, a drea do pico esta relacionada com a temperatura de fusdo (Tf) das
amostras, relacionada a quantidade de energia que o material necessita para a mudancga de fase.
O PCL € um polimero semicristalino com baixa cristalinidade, necessitando de pouca energia
para a fusdo. As membranas densas, como podem ser observadas na figura 18 (A), necessitaram
de menos energia para atingir a Tf, comparando-se com as amostras correspondentes na figura 18
(B). Durante a evaporacio do solvente ocorre a organizag¢do dos cristais da cadeia polimérica. A
andlise de MO nos permitiu observar a diferenga no tamanho dos cristais formados durante o

processo de nucleacio.
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Figura 18 - Curvas de DSC (2° aquecimento das) membranas densas e porosas de PCL
preparadas com diclorometano (A,C) e membranas densas e porosas de PCL preparadas com

cloroférmio (B,D).
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b) Compésitos densos e porosos de PCL/B-TCP

A figura 19 (A,B,C,D) apresenta as curvas de DSC dos compdsitos densos e porosos de
PCL/B-TCP preparados com os dois solventes — diclorometano e cloroférmio. A presenca das
particulas do B-TCP nido influenciou nas propriedades térmicas dos compdsitos como pode ser

observada na figura 19 (A,B).
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Figura 19 - Curvas de DSC ( 2° aquecimento) dos compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP
preparados com diclorometano (A,C) e dos compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP

preparados com cloroférmio (B,D).

Os resultados obtidos neste trabalho confirmam os dados citados na literatura por (Huang,
2004), obtidas no segundo aquecimento com uma taxa de resfriamento (10°C/min.), a taxa de
nucleacio permite a organizagdo dos cristais. Outro estudo realizado por Kweon e colaboradores
(2003), utilizando o PCL e variando o tamanho das cadeias poliméricas (massa molar),

observaram a reducdo da cristalinidade, entalpia e temperatura de fusdo.

A maioria dos materiais poliméricos exibe caracteristicas viscoelasticas, por
possuem propriedades tanto eldsticas como plasticas. A tabela 4 apresenta os resultados obtidos

nas curvas de DSC para temperatura de transi¢do vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tf).
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Tabela 4 - Dados obtidos das curvas de DSC para a temperatura de transi¢cdo vitrea (Tg),

temperatura de fusdo (Tf) para as amostras analisadas.

Amostra Tg (°C) | Tf(°C)
P-PCL-1 -54,81 59,74
P-PCL-2 -58,52 58,19
D-PCL-1 -69,10 58,90
D-PCL-2 -69,61 56,73
P-PCL/B-TCP-1 -58,01 58,16
P-PCL/B-TCP-2 -60,48 59,00
D-PCL/B-TCP-1 -63,69 57,46
D-PCL/B-TCP-2 -64,69 56,83

5.5 Analise das propriedades mecanicas das membranas densas e porosas de PCL e

compositos densos de porosos PCL/B-TCP

a) Membranas densas e porosas de PCL

Os ensaios mecanicos realizados nas membranas densas e porosas de PCL e preparadas
com dois solventes — diclorometano e cloroférmio sao mostrados na figura 20 (A,B,C,D).

As membranas densas de PCL como mostra a figura 20 (A,B) apresentaram elevada
tensdo na ruptura das amostras. Sendo que a membrana da figura 20(B) preparada com o solvente
cloroférmio apresentou maior resisténcia mecanica que a sua membrana correspondente como
mostra a figura 20 (A) preparada com o solvente diclorometano, que apresentaram a mesma taxa
de deformacdo. Na analise por MO foi possivel observar as diferencas entre os processos de
nucleagdo entre os solventes. Como mostra a figura 11(B), a parte cristalina (esferulitos) do PCL
com tamanhos reduzidos. A evaporagdo lenta do solvente dificulta a organizacdo das cadeias

poliméricas do PCL , permitindo a formagdo de uma estrutura mais organizada.
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Figura 20 — Curva tensdo vs deforma¢do membranas densas e porosas de PCL preparadas com

diclorometano( A,C) e membranas densas e porosas de PCL preparadas com cloroférmio (B,D).
b) Compésitos densos e porosos de PCL/B-TCP

Na figura 21 (A,B,C,D) obsrva-se os compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP. E
possivel verificar uma diminui¢do da resisténcia mecdnica nas amostras com a presenga do [3-
TCP, em relacio as membranas densas de PCL puro. Também pode ser observado que as
propriedades mecénicas da figura 21 (A) foram significativamente superiores as membranas
correspondentes figura 21 (B).

Esses resultados podem estar relacionados as caracteristicas borrachosas e ducteis do PCL
com, a caracteristica fragil do B-TCP. O PCL possui uma temperatura de transicdo vitrea Tg de
-60°C, abaixo da temperatura ambiente, entretanto com a incorporacdo das particulas do B-TCP
deveria aumentar a resisténcia mecanica do compdsito, como € observado na figura 21 (A). A
membrana correspondente (figura 21B) apresentou baixa resisténcia mecanica. Essa diminuicao
pode estar relacionada com a evaporagdo do solvente cloroférmio.

Como foi observado nas micrografias da figura 15 (A,B) dos compodsitos densos de
PCL/B-TCP, a evaporacio lenta do solvente e sua estrutura molecular, podem favorecer a geracao
de defeitos alterando as propriedades mecanicas do material. Estudos realizados do compésito de
PCL com HA por Wang e colaboradores (Wang et al, 2006), concluiram que os compdsitos

podem ser caracterizados como duros e resistentes, resultados semelhantes aos deste trabalho.
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Figura 21 — Curva tensdo versus deformacdo de compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP

preparados com dois solventes - diclorometano e cloroférmi

Tabela 5 - Resultados dos ensaios mecanicos de tracdo das membranas densas e porosas de PCL

e compésitos densos e porosos de PCL/B-TCP para os dois solventes diclorometano e

cloroférmio.
Amostra Tensdo (MPa) | Deformacao na ruptura | Modulo de Young
(%) (MPa)
D-PCL-1 379,1+137,2 10,7+3,84 7958,6+2740
D-PCL/B-TCP-1 2,6£123,4 68,51+90,1 49,7+1523
P-PCL-1 7,840,23 161,7+6,8 678,2+16,2
P-PCL/B-TCP-1 281+0,35 15,245,65 3950+22.4
D-PCL-2 366,0+27,4 11,8+8,6 6570,0+301
D-PCL/B-TCP-2 2,841,651 27,9447,2 50,1+37,8
P-PCL-2 47,4+0,5 63,6+7,8 1290,6+19,2
P-PCL/B-TCP-2 34,140,424 32,7+11,28 1434,0+£32,5
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5.6 Avaliacao dos ensaios preliminares da citoxicidade in vitro pelo método MTT

O ensaio de viabilidade celular em osteoblastos através do método MTT esta representado
na Figura 22 (A,B). Os resultados estdo apresentados em porcentagem relativa em comparagao
com o controle negativo sem qualquer material, somente a placa de cultura celular poliestireno.

Este resultado representa 100% de viabilidade celular e calculado através da equagdo abaixo:

Viabilidade celular (%) = (Nt/Nc)x100 equacao (2)

Onde Nt € a densidade Optica do grupo das amostras e Nc a densidade 6ptica do grupo
controle (somente o plastico da cultura placa estava em contato com as células - poliestireno). O
teste in vitro de biocompatibilidade das membranas de PCL puro e dos compdsitos PCL/B-TCP
densos e porosos, demonstrou viabilidade celular superior a 90% em todas as amostras do contato
indireto das composigdes analisadas com os dois solventes como mostram os graficos da figura
22 (A,B).

Assim, nos resultados de citotoxicidade ndo foi observada qualquer diferenca significativa
entre as amostras com diferentes solventes (diclorometano e cloroférmio) ou o polimero poli (e-
caprolactona), respectivamente. A toxicidade de compostos organicos usualmente utilizados em
método de evaporacdo de solvente é um fator limitante para aplicagdo desses materiais como
implante.

Com os resultados analisados o material mesmo depois de dissolvido e processado nio
apresentou tracos de solvente. Isso ficou evidente nos testes realizados, nos quais as células
proliferaram na superficie do material; portanto os resultados indicaram que nenhuma membrana
apresentou toxicidade.

A influéncia das caracteristicas da topografia da superficie, lisa e rugosa (porosidade),
propriedades quimicas e energia de superficie determinam como as moléculas serdo absorvidas e
diferenciadas. Superficies lisas, geralmente facilitam a adesdo celular quando comparadas com
as rugosas (Barbanti, 2004 ; Cardoso, 2010).

Le Ray e colaboradores (Le Ray et al, 2003) obtiveram resultados semelhantes utilizando
discos da membrana de PCL puro em contato direto com fibroblastos (L929), que apresentaram

uma porcentagem de viabilidade celular acima de 95%. O comportamento das células
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osteoblasticas de camundongo acompanhados por Serrano (Serrano et al, 2004), por um periodo

de trés semanas, apresentou uma resposta biolégica favoravel.

Figura 22 - Viabilidade celular em osteoblastos humanos (MG63) em ensaios de metabolismo
celular (MTT) das membranas densas e porosas de PCL e compodsitos densos e porosos de

PCL/B-TCP preparadas com os solventes (A) diclorometano e cloroférmio(B).

5.7 Atividade de fosfatase alcalina (ALP)

A atividade de fosfatase alcalina foi realizada nas membranas densas e porosas de PCL e

compdsito poroso preparados com o solvente diclorometano.

Analisando os dados do ensaio da atividade da fosfatasse alcalina (ALP) a atividade
indica um estimulo nas amostras incubadas por um periodo de 15 dias, mostrando um reforco da
atividade desta enzima, entretando as membranas densas PCL e porosas exibiram uma maior
atividade, em relacdo ao compdsito poroso (P-PCL/B-TCP-1), o que pode ser influenciado pela

superficie e os comportamentos podem ser observados na figura 23.

A atividade de fosfatase alcalina (ALP) é usada como um marcador bioquimico de

formacao 6ssea, o que pode ser explicado pela diminuicdo da atividade no compdsito com o f3-
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TCP, ja as membranas porosas apresentam maior superficie de contato em relacdo as membranas
densas e aos compdsitos porosos.

Incubando as células por maior tempo os resultados poderiam ser diferentes considerando
que as particulas do B-TCP do compdsito poroso estdo envolvidas na matriz polimérica. De
acordo com o trabalho da literatura (Moraes et al, 2004) a substituicdo do cimento de fosfato de
célcio por tecido 6sseo pode ser explicada pela osteocondutividade que ocorre no implante do
tecido Osseo; osteoclastos reabsorvem o material por fagocitose e osteoblastos produzem a

neoformacgdo dssea.

=
(=

ALP {mmal/mim/mg) - hAMSC
o = =)
T T T

=
]
1

oo
PCL poroso oL Compos ito porosa

Figura 23 — Atividade de ALP (fosfatase alcalina) de células mesenquimais de medula 6ssea
humana (hMSC) para as membranas densas e porosas de PCL e compdsitos porosos (PCL/B-

TCP-1) analisados apds 15 dias.

5.8 Analise do ensaio da degradacio hidrolitica

O estudo da degradagdo hidrolitica foi realizada com o grupo 2, das membranas densas e
porosas de PCL e compdsitos densos e porosos de PCL/ B-TCP, preparadas com o solvente
cloroférmio.

As amostras foram incubadas 17 meses, como descrito no capitulo 4. Apds o
periodo de degradacdo hidrolitica, as amostras foram lavadas em agua destilada e secas em estufa

a 35°C por 17 horas e analisadas por MEV e DSC
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5.8.1 Ensaio in vitro em solucio salina fosfato (PBS)

a) Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A figura 24 (A,B,C,D) apresenta as micrografias das superficies resultantes da degradagao
hidrolitica das amostras apds o periodo de 17 meses de degradacdo em solu¢do tampdo fosfato
(PBS).

Os resultados da degradac@o hidrolitica no grupo das membranas densas e porosas de
PCL e compdsitos densos e porosos de PCL/B-TCP foram semelhantes, devido ao alto grau de
cristalinidade e da alta massa molar do PCL.

As amostras analisadas apresentaram superficie opaca, quebradica e rugosa. Tais

diferencas podem ndo ser significativas, mas denotam uma degradagdo da superficie do material.

A porosidade na membrana porosa figura 19(B), favorece a cultura das células, adesdo e
proliferacdo na superficie e no interior do material. Resultados similares também foram
observados por Salgado (Salgado, 2009), em sua tese, que analisou a perda de massa das
membranas de PCL e a distribuicdo morfoldgica dos cristais e a parte amorfa podem influenciar

na degradac@o do material.

O PCL € um polimero hidrofébico, dificultando a penetracdo da dgua e a quebra das
cadeias como ocorre em polimeros hidrofilicos. Segundo relatos da literatura (Santos et al, 2002
e Vanin et al, 2004) a adesdo celular em membranas densas e porosas é uma fungdo quimica em
conseqiiéncia da hidrofilidade do material, que estudaram o processo de degradacdo do polimero
PCL, onde observaram trincas na sua superficie.

Entre os polimeros biodegradaveis o polimero, poli (e-caprolactona) (PCL) € um material
promissor, que sofre autocatdlise por hidrélise e ndo produz nenhum produto téxico na sua
degradacdo. Outros estudos realizados (Pitt er al, 1981; Ali et al, 1993; Kymura, 1993;
Duek,1997), verificaram que a biorreabsorcio dos polimeros ocorre em dois estagios:
decomposicdo e absorcdo por ligagdes metabdlicas ou seus andlogos com ligacdes hidrolisdveis

sdo biorreabsorviveis.
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Figura 24- Micrografia das membranas densas (A) e porosas de PCL (B) e compdsitos densos
PCL/B-TCP (C) e compésitos porosos de PCL/B-TCP (D) preparados com cloroférmio

degradadas por 17meses.

b) Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Na figura 25 (A,B,C,D) apresentam-se as curvas de DSC no segundo aquecimento com a
taxa de resfriamento do material (10 °C/min) para o favorecimento e a organizacdo da cadeias
moleculares. Os gréaficos representam os resultados das membranas do (grupo 2) preparadas
com o solvente cloroférmio ap6s a degradacdo hidrolitica em PBS.

As amostras analisadas ndo mostraram mudangas na temperatura de transi¢do vitrea (Tg)
e na temperatura de fusdo (Tf). Os valores ndo mostraram varia¢do para a Tg (-62°C a -71°C) e

para a Tf (58°C a 59°C), conforme mostram os graficos da figura 25 e a tabela 6.
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A Tg é uma caracteristica do material amorfo e cristalino, o PCL € polimero
semicristalino que exibe regides amorfas onde foi possivel obter os dados nas curvas. O
polimero PCL que se apresenta de forma borrachosa em temperaturas abaixo da Tg, com um
comportamento ductil em temperaturas acima da Tf que podem afetar as propriedades mecanicas
bem como o tempo de degradacdo do implante.

Estudos realizados por (Lu et al, 2000) com membranas porosas de PLLA, obtidas pelo
processo de evaporacdo e solvente com adi¢do de sal em tampao fosfato pH=7,4 a 37°C, foi
possivel observar uma variagdo no tamanho dos poros ndao tem influencia no processo de

degradacao.

Tabela 6 - Dados temperatura transicdo vitrea (Tg), temperatura de fusdo (Tf) das amostras

envelhecidas.
Amostras Tg °C Tm °C
D-PCL-2 -71,94 | 59,35
P-PCL-2 -62,10 | 58,41

D-PCL/B-TCP-2 -56,11 | 57,69
P-PCL/B-TCP-2 -57,27 158,93

A morfologia cristalina do material tamanho dos cristais e distribuicdo amorfa do PCL
também pode influenciar na degradacdo juntamente com a espessura do filme. Normalmente a
perda de massa e a quebra da cadeia do PCL em moléculas menores tais diferengas podem nao

ser significativas para fazer uma grande diferenca na degradacao.
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Figura 25 - Curva de DSC (2° aquecimento) das membranas densas PCL(A) e membranas
porosas de PCL(B) e comp6sitos densos de PCL/B-TCP (C) e comp6sitos porosos PCL/B-TCP
(D) em solucdo tampao fosfato (PBS)

As conclusoes das analises geradas neste trabalho serdo abordadas no préximo capitulo
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

As andlises realizadas nas membranas densas de PCL e porosas e compdsitos densos e
porosos de PCL/B-TCP, foram adequadas para caracterizar e diferenciar as amostras preparadas

com dois solventes diclorometano e cloroférmio.

O PB-TCP foi produzido de acordo com a metodologia utilizada apresentando uma

cristalinidade e porosidade e observado pelo MEV.

Os resultados obtidos dos compésitos com o B-TCP mostraram a fase do B-TCP dispersa
na matriz polimérica do PCL, porém ndo houve uma interagdo entre a fase polimérica e as

particulas do B-TCP.

Através de imagens de microscopia Optica, observou-se que as membranas densas
preparadas com cloroférmio apresentaram esferulitos menores em relagdo as membranas densas
preparadas com diclorometano. Os resultados sugerem uma diferenga na razdo de nucleacdo de

cristais entre os solventes usados.

Através de imagens de microscopia eletronica da varredura, observou-se que o0s
compodsitos porosos apresentaram interconectividade nos poros, que sdo favordveis ao

crescimento celular, adequados para a engenharia tecidual.

O conjunto de técnicas de caracterizacdo utilizado neste estudo demonstrou-se eficiente e

suficiente para avaliar as alteracdes no comportamento fisico-quimico das amostras estudadas.
Os ensaios das propriedades mecanicas de tragdo mostraram os compdsitos densos PCL/

B-TCP preparados com o solvente diclorometano apresentaram boa resisténcia mecanica, quando

comparado com os outros materiais estudados.
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Nas curvas do DSC foram possiveis determinar as Tgs e Tfs, que estavam de acordo com
o desejado, mostrando que os solventes utilizados ndo alteraram as caracteristicas térmicas do

polimero.

Os testes de viabilidade celular com osteoblastos mostraram que os materiais estudados

ndo apresentaram citotoxicidade.

A atividade de fosfatasse alcalina (ALP) € um marcador bioquimico, que mostrou melhor
resultado nas membranas porosas em relacdo a membranas densas e aos compdsitos com o [3-

TCP.

O estudo com a degradacdo hidrolitica apds 17 meses com o grupo das membranas
preparadas com o solvente cloroférmio, ndo apresentaram mudangas significativas, devido a

massa molecular do PCL, que dificulta a degradacdo do material.

Nas analises de DSC observou-se que as membranas porosas apresentaram maior

degradacao do que todos os outros materiais estudados, no periodo de 17 meses.

Os resultados analisados com as membranas densas de PCL e porosas, assim como os
compdsitos densos PCL e porosos, sugerem uma aplicagdo para a engenharia tecidual. Neste
estudo os resultados obtidos com esses biomateriais sugerem sua aplicacdo na drea médica

podendo ser utilizados como enxertos 4sseos.

Sugestoes para trabalhos futuros

As seguintes sugestdes para trabalhos futuros podem ser feitas:

Melhorar as caracteristicas fisicas e quimicas da mistura do polimero PCL com as particulas [3-
TCP, utilizando outro método de preparo, como por exemplo, a prototipagem rapida.

Dar continuidade no estudo in vitro da degradacao hidrolitica com o PBS.

Realizar estudos in vivo com os materiais aqui estudados como implantes subcutaneos.
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