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Resumo

N

A engenharia tecidual associada a nanotecnologia ganhou destaque no meio cientifico
devido a sua multidisciplinaridade e capacidade de atingir vdrias areas de estudo, inclusive no
campo da medicina regenerativa. Para que o processo de regeneracdo tecidual dssea ocorra de
forma esperada é possivel utilizar scaffolds, que com sua estrutura porosa € com poros
interconectados estruturam e organizam a regido injuriada durante a recuperacdo do tecido. A
organizacdo da estrutura 3D da regido afetada deve ser estudada para que seja possivel criar
scaffolds apropriados ao tamanho e forma do defeito existente. Com o scaffold ja implantado
deve ser avaliada a interacdo dos materiais com as células da regido danificada. A partir desse
principio, o objetivo deste trabalho foi sintetizar nanoparticulas de hidroxiapatita (HA) e beta-
fosfato tricdlcico (B-TCP) utilizando a nova rota quimica baseada na utilizacao da sacarose como
agente formador do gel (sucrose-based route) para sintese das nanoparticulas, que sdo utilizadas
na producao dos scaffolds, formando compdsitos HA/TCP que serdo utilizados como suporte para
células tronco mesenquimais (MSCs) nos testes de substituicdo de tecidos Osseos. As
nanoparticulas foram caracterizadas por DRX, FRX, equacdo de Scherrer, MEV, MET, EELS,
ESEM, NTA, FTIR e potencial Zeta. A partir dos dois fosfatos de cdlcio (HA e B-TCP), foram
feitos dois tipos de compdsitos (esponja ceramica e pastilha porosa) que foram caracterizados por
ensaio mecanico de compressdo axial, DRX, picnometria, microtomografia de raios X (Micro-
CT), ESEM, FTIR e ensaio de degradacdo. Apds a caracterizagdo dos compositos, os scaffolds
foram submetidos a testes in vitro e in vivo e caracterizados por lupa de fluorescéncia,
microscopia confocal, MEV, EDS, radiografia, MTT e histologia. Os resultados sugerem que os
compdsitos obtidos possam ser utilizados na potencializacdo da diferenciacdo osteogénica de
MSCs provendo o desenvolvimento de novos modelos de bioengenharia tecidual na reconstrug¢ao

Ossea.

Palavras Chave: Hidroxiapatita; Processo sol-gel; Compdsito; Nanotecnologia, Células-tronco

mesenquimais.
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Abstract

Tissue engineering associated with nanotechnology stood out because of its
multidisciplinarity and results, in addition to targeting many areas of study in the field of
regenerative medicine. For the process of bone regeneration to occur in appropriate form, the
injured area must be organized. The reorganization of the 3D structure in the affected area should
be studied in order to create scaffolds of appropriate size and shape similar to the existing defect.
The implanted scaffold should be evaluated regarding the interaction of the material with the cells
on the damaged region. From this principle, the objective of this work was to synthesize
nanoparticles of hydroxyapatite (HA) and tricalcium phosphate (B-TCP) using the new sucrose-
based route which is based on the use of sucrose as a chelating agent for synthesis of
nanoparticles, which are used in the production of scaffolds, forming composite HA / TCP that
will be used as support for mesenchymal stem cells (MSC) in the replacement tests of bone
tissue. The nanoparticles were characterized by XRD, XRF, Scherrer equation, SEM, TEM,
EELS, ESEM, NTA, FTIR and Zeta potential. With two calcium phosphates (HA and TCP) it
was prepared two types of composites (ceramic sponge and porous ceramic cylinder), which were
characterized by mechanical test, XRD, pycnometry, X-ray microtomography (Micro-CT) ESEM,
FTIR and degradation test. Scaffolds were tested in vivo and in vitro and they were characterized
by magnifying fluorescence, confocal microscopy, SEM, EDS, radiography, MTT and histology.
The results suggest that the scaffolds obtained can be used to improve the osteogenic

differentiation of the MSC providing the development of new types of bone tissue engineering.

Keywords: Hydroxyapatite; Sol-gel process; Composite; Nanotechnology; Mesenchymal stem

cells.
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FTIR do gel da hidroxiapatita sem sacarose.
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Esponja HA+TCP. (a) Microtomografia da Amostra 3. (b) Imagem 3D da Amostra
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TCP sintetizado no LABIOMEC. Calcinado a 725°C e sinterizado a 1330°C. “b’:
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beta-fosfato tricélcico. “HA™: pico referente a hidroxiapatita. “p”: pico referente ao
pirofosfato.

DRX da pastilha ceramica porosa (HA/TCP) e dos materiais comerciais utilizados
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em sua fabricacdo (HA e TCP). Todos foram sinterizados a 1330°C. “a”: pico
referente ao alfa-fosfato tricdlcico. “HA”: pico referente a hidroxiapatita.
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utilizados na producao dos scaffolds. Todos foram sinterizados a 1330°C. “a”: pico
referente ao alfa-fosfato tricélcico. “HA”: pico referente a hidroxiapatita.
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Células aderidas a Amostra X (aumento de 112,5x). (a) 2° dia. (b) 7° dia.
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Células aderidas a Amostra Z no 7° dia. (a) 20x de aumento. (b) 112,5x de aumento.

Amostra W. (a) 2°dia — apresenta células aderidas. (b) 7° dia - células aderidas nas
arestas.

Células aderidas na Amostra X. (a) 2°dia - Vista geral da amostra. (b) 7°dia — vista
geral e detalhe de uma célula aderida.

Amostra Y. (a) 2°dia — Células pequenas no centro da imagem. (b) 7° dia - Vista
geral e detalhe de uma célula aderida a superficie.

Células aderidas a Amostra Z. (a) Vista geral das células aderidas apds 2 dias de

cultura celular. (b) Vista geral da amostra com células aderidas apds 7 dias de cultura

celular.

Imagens obtidas por estereoscopio da morfologia celular apds 13 dias. (a) Grupo
controle. (b) Células cultivadas com a pastilha porosa feita com material sintetizado,
indicando que a Amostra 1 ndo € citotoxica. Objetiva de aumento de 4x.

MEYV da Amostra 1 com células aderidas. (a) Pastilha sem células. (b) Pastilha com a

superficie recoberta por células. (c) Células aderidas na amostra e visualizadas a
partir de uma fratura no material. (d) Detalhe das células tampando um poro. (e)
Detalhe da célula aderida na superficie interna. (f) Célula aderida e espalhada na
superficie do scaffold.
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Imagens obtidas por estereoscopio da morfologia celular apds 13 dias. (a) Grupo
controle. (b) Células cultivadas junto com a Amostra 3 (esponja ceramica feita com
material sintetizado) indicando que a amostra ndo € citotoxica. Objetiva de aumento
de 4x.

MEYV realizado na Amostra 3 com células aderidas. (a) Esponja sem células. (b)
Esponja com as células aderidas na superficie da parede. (c) Detalhe das células
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EDS da Amostra 4 apds a realizag¢do da cultura celular.

EDS da Amostra 4. Regido apresentando possivel liberacdo de célcio pela célula.

Imagens obtidas por estereomicroscopio das tibias pertencentes aos grupos: controle
onde o defeito permaneceu vazio (GC); e HA/alfa-TCP (Amostra 4) apés 7 e 14 dias
de seguimento.

Imagens obtidas por estereomicroscopio das tibias pertencentes aos grupos: controle
onde o defeito permaneceu vazio (GC); e HA/alfa-TCP (Amostra 4) apds 21 e 30
dias de seguimento.

Radiografias obtidas das tibias pertencentes ao grupo controle - GC (defeito vazio) e
Amostra 4 ap6s 7, 14, 21 e 30 dias de seguimento.

MEYV dos testes in vivo sem células tronco. GC — Grupo controle. Amostra 4 -
Esponja HA/alfa-TCP.

Histologia da lamina obtida da Amostra 2 com células tronco mesenquimais de polpa
dentdria com 5x de aumento. Setas: indicam as ilhas de neoformacao déssea.
Triangulos: indicam infiltrados inflamatérios no material.

Histologia da lamina obtida da Amostra 2 grupo controle sem células. Com aumento
de 5x. Setas: indicam as ilhas de neoformacao dssea.

Imagens obtidas por estereomicroscopio das tibias pertencentes aos grupos: controle
onde o defeito foi semeado com células MSCs (GC) e HA/alfa-TCP (Amostra 4)
com células MSCs apds 7 e 14 dias de seguimento.

Imagens obtidas por estereomicroscopio das tibias pertencentes aos grupos: controle
onde o defeito foi semeado com células MSCs (GC) e HA/alfa-TCP (Amostra 4)
com células MSCs ap6s 21 e 30 dias de seguimento.

Radiografias obtidas das tibias pertencentes ao grupo controle (GC) com células
mesenquimais (defeito vazio) e HA-TCP (Amostra 4) com células mesenquimais,
apo6s 7, 14, 21 e 30 dias de seguimento.

MEYV teste in vivo com células tronco mesenquimais. GC-Grupo controle. Amostra 4
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1 INTRODUCAO

Neste trabalho, além da nova técnica de sintese que utilizou sacarose no processo de
obtencdo das nanoparticulas de hidroxiapatita e de fosfato tricdlcico que sdo utilizadas como
matéria prima na producdo dos scaffolds, também foi desenvolvida uma nova técnica onde se
utiliza a solu¢d@o coloidal gerada pelo método sol-gel para formar junto com as nanoparticulas
ceramicas a barbotina. Esta nova técnica resultou em um aumento considerdvel na resisténcia
mecanica das esponjas ceramicas, esta andlise foi possivel por compara¢do com as esponjas feitas
utilizando a barbotina tradicional que utiliza apenas dgua na mistura, e deste processo resultaram
estruturas pouco estdveis, pois se desfizeram apds a eliminacdo da esponja de poliuretano,
surgindo assim a necessidade de utilizar um novo método (com solugdo coloidal) que fornecesse
mais resisténcia mecanica aos scaffolds.

A hidroxiapatita e o fosfato tricdlcico sao biomateriais muito pesquisados em todo o mundo
devido a busca por novas solugdes para a engenharia tecidual dssea, além da utilizacao de células
tronco mesenquimais com a inten¢do de potencializar os efeitos da regeneragdo do tecido dsseo.

Atualmente muitos biomateriais sdo produzidos aplicando as técnicas da nanociéncia e
nanotecnologia e estdo em destaque no meio cientifico e na sociedade, devido a capacidade de
melhorar as propriedades dos materiais quando comparados com produtos feitos a partir de
materiais microparticulados.

Para a producdo de nanoparticulas foi utilizado o processo sol-gel com sacarose, pois € um
procedimento adequado para sintetizar materiais em escala nanométrica. Esse processo de sintese
¢ eficiente e de baixo custo.

Os scaffolds produzidos com nanoparticulas ceramicas sdo utilizados na engenharia
tecidual 6ssea que é considerada um campo de estudo multidisciplinar e que engloba
principalmente as dreas: médica, biolégica e de engenharia. Cada drea representa uma parte
importante, como € descrito a seguir: i) A engenharia produz os scaffolds que sdo utilizados como
guia e suporte para as células; ii) As ci€ncias bioldgicas sdo responsiveis pela aquisicao,
crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e pelo ato de semear as células nos scaffolds quando sdo
realizados os testes in vitro e in vivo; e iii) A medicina € responsavel por realizar os testes

clinicos.



Os scaffolds sao conhecidos por serem objetos tridimensionais com poros interconectados.
Os poros sdo controlados em tamanho e forma, devido a sua aplicagdao que € de suporte e guia
para o crescimento celular e quando semeados com células tronco tem condicdo de formar
tecidos naturais.

Para produzir scaffolds que em contato com o tecido dsseo natural respondam de forma
satisfatoria aos estimulos produzidos pelo meio no qual foi implantado, € necessario utilizar
materiais que possuam caracteristicas semelhantes ou muito préximas aos tecidos naturais, e
atualmente para essa aplica¢do sao utilizadas as bioceramicas de fosfato de célcio.

Os fosfatos de célcio sdo bioceramicas conhecidas como substitutos dsseos sintéticos, pois
sdo semelhantes a fase mineral do tecido 6sseo natural.

Escolheu trabalhar-se com a hidroxiapatita (HA) e com o fosfato tricdlcico (TCP) na
formacdo dos compdsitos, pois a hidroxiapatita (HA) é um material ceramico bioativo, pouco
absorvido pelo organismo e conduz o crescimento do tecido 6sseo a0 mesmo tempo em que
mantem uma estrutura com poros interconectados para guiar e dar suporte as células, ja o TCP é
considerado biorreabsorvivel, pois quando implantado sdo absorvidos ou fagocitados e

transformados pelo organismo em tecido 6sseo natural.

1.1 Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram:

- Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de fosfatos de calcio (hidroxiapatita e fosfato
tricélcico) para a produgdo de scaffolds;

- Semear os scaffolds com células tronco mesenquimais para realizar a engenharia tecidual
Ossea;

- Utilizar o novo método sol-gel com sacarose para a sintese dos fosfatos de cdlcio (HA e
TCP);

- Aplicar a nova técnica de mistura da solucdo coloidal de hidroxiapatita com as
nanoparticulas de HA/TCP (barbotina) utilizada na produgao das esponjas ceramicas.

- Comparar as propriedades dos scaffolds obtidos a partir de materiais sintetizados com os
scaffolds obtidos a partir de materiais comerciais.

- Realizar testes in vitro € in vivo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Engenharia tecidual

A engenharia tecidual é uma tecnologia recente, mas tem apresentado grandes resultados
tanto em inovacdo com a aplicacdo de novas técnicas para tratamento de tecidos injuriados,
quanto em tempo de recuperacdo de pacientes, podendo se tornar em um futuro préximo a melhor
op¢ao na reabilitacdo de pacientes. As células tronco mesenquimais estdo diretamente ligadas ao
processo de engenharia tecidual e tem a capacidade de se diferenciar em vdrios tipos de células e,
por consequéncia, promover a regeneracao de tecidos danificados e ou doentes [ARINZEH, T.L.;
2005]. Muitos fatores podem influenciar na engenharia tecidual, como: origem das células,
concentracdo das células, tipo de scaffold, geometria do scaffold, tempo de semeadura, entre
outros. A alteracdo na porosidade afeta significativamente a eficiéncia do ato de semear células
tronco mesenquimais nos scaffolds [CHEN, Y.; et al.; 2011].

Um dos objetivos que se deseja atingir na regeneragdo ortopédica é a réapida
remineralizacdo dos defeitos sseos e, para atingir este objetivo, tem-se estudado a aplicacao de
células tronco mesenquimais com a inten¢do de diferencid-las em osteoblastos. O estudo de
vérias condi¢des que levam a mdxima mineralizacdo no menor tempo possivel tem sido o alvo de
algumas pesquisas [THIMM, B.W_; et al.; 2011]. Esta técnica vem como alternativa a enxertos e
aloenxertos (ou alotransplante, homotransplanta¢do) na drea de tratamento ortopédico.

A engenharia tecidual necessita de um suporte para crescimento celular, denominada
arcabouco 3D ou em inglés “scaffold”. Os scaffolds podem ser produzidos em materiais
metalicos, poliméricos, ceramicos ou compdsitos [SALERNO, A.; et al.; 2010].

Para a producdo de oOrgdos artificiais e tecidos com todas as suas funcdes naturais, €
necessario a utilizacdo de métodos complexos de cultura celular, além de ser necessdrio
desenvolver novos métodos e equipamentos que a auxiliem como, por exemplo, a criacdo de

redes capilares.



Aplicacdes:

As pesquisas migram para o desenvolvimento de processos e equipamentos que tenham a
capacidade de desenvolver e criar 6rgaos e tecidos artificiais semelhantes ao natural. Atualmente
a engenharia tecidual estd associada ao reparo ou substituicdo de partes ou tecidos inteiros como:
osso, cartilagem, vasos sanguineos, bexiga, pele, entre outros [PENOLAZZI, L.; et al.; 2011].
Dependendo da aplicacdo, os tecidos envolvidos requerem certas propriedades mecanicas e

estruturais para o funcionamento adequado.

2.2 Nanotecnologia

Em 1959 o fisico Richard Feynman proferiu uma conferéncia no encontro anual da
Sociedade Americana de Fisica sobre o controle e manipulacdo da matéria na escala atomica.
Feynman defendeu que ndo existia nenhum obstaculo tedrico para a constru¢do dtomo a dtomo de
pequenos dispositivos, nem mesmo o principio de incerteza de Heisenberg [TOUMEY, C., 2005].

A nanotecnologia estende o dominio da ciéncia de materiais a ordem nanométrica que por
defini¢do estd entre 1 e 100 nandmetros, isso quando falamos em particulas e interfaces entre
materiais [QUINA, F.H., 2004]. A palavra "nanotecnologia" foi utilizada pela primeira vez pelo
professor Norio Taniguchi em 1974 para descrever as tecnologias que permitem a construcdo de
materiais com escala de 1 nandometro [FAHLMAN, B.D., 2007].

Desde entdo a nanotecnologia se associou a diversas dreas de pesquisa como: medicina,
eletronica, ciéncia da computagdo, fisica, quimica, biologia, engenharia dos materiais, entre
outros. Com a nanotecnologia é possivel desenvolver novos materiais, além de possibilitar a
producdo de dispositivos em escala atdmica.

As nanoparticulas entre vérias aplicagdes possiveis, também sdo utilizadas para tentar
melhorar as propriedades mecanicas das bioceramicas, pois as ceramicas sdo classificadas como
materiais frageis e de baixa resisténcia mecanica, e essas caracteristicas estdo presentes também
nos scaffolds ceramicos que sao utilizados na engenharia tecidual dssea. Os scaffolds sdo objetos

muito porosos, € 0s poros comprometem ainda mais a resisténcia mecanica da estrutura.
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Quando a ideia € melhorar a resisténcia estrutural de um material deve-se tentar
desenvolver novos meios para se atingir este objetivo. Atualmente, existem alguns métodos de
sintese de materiais nanoparticulados que podem ajudar neste desenvolvimento, como o0s
métodos: sol-gel, sol-gel com sacarose, precipitacdao, microemulsdo, entre outros.

A grande érea superficial especifica das nanoparticulas muitas vezes, levam os materiais a
terem valores distintos de reatividade, de propriedades mecanicas, Opticas, magnéticas, quimicas,
e biologicas quando comparados com materiais que possuem micro e macroparticulas
[NALDONI, A.; et al.; 2010]. O aproveitamento dessas propriedades em aplicacdes tecnoldgicas
forma a base da nanotecnologia de materiais [QUINA, F.H., 2004]. A tendéncia é que, aos
poucos, a nanotecnologia se transforme em uma tecnologia de base imprescindivel para qualquer
ramo industrial.

A nanotecnologia molecular (MNT) pressupde a constru¢do dtomo a dtomo de dispositivos
uteis a vida humana. No futuro, espera-se que existam dispositivos capazes de, com as instru¢oes
de um programador, construir &tomo a dtomo qualquer maquina concebivel pela mente humana.
As previsdes para o uso da nanotecnologia na drea médica sdo boas a longo prazo, prevé-se o
aparecimento de nanodispositivos relacionados a engenharia tecidual, capazes de garantir a
regeneracgdo de tecidos danificados [DREXLER, K. E., 1992].

A nanotecnologia tem se desenvolvido gracas a contribuicio de vdérias dreas de
investigagcdo. Existem atualmente 3 abordagens distintas da nanotecnologia:

- Abordagem de cima para baixo: que consiste na constru¢do de dispositivos por desbaste de
materiais macroscopicos. Esta € a abordagem utilizada em microeletronica para produzir chips de
computadores e mais recentemente € utilizada na confeccdo de dispositivos aplicados em testes
clinicos [AGARWAL, A., et al., 2008].

- Construcdo de dispositivos que se formam espontaneamente a partir de componentes
moleculares: recorre as técnicas tradicionais de quimica e das ciéncias dos materiais [BOW, J.S.,
et al., 2004].

- Construgdo de materiais dtomo a dtomo: é aquela que levard mais tempo para produzir
resultados significativos porque requer um controle rigoroso do processo de produgdo desses
novos materiais, e que sO serd possivel com o aperfeicoamento da tecnologia e das técnicas
aplicadas atualmente, levando-se em consideragcdo todos os campos de aplicacio [DREXLER, K.

E., 1992].



Para a engenharia tecidual 6ssea os scaffolds aplicados como dispositivos ortopédicos
necessitam que suas caracteristicas sejam as mais semelhantes possiveis com o tecido 6sseo
natural. Os scaffolds sao estruturas biomiméticas e quando se utilizam nanoparticulas para a sua
producdo o resultado € a potencializacdo da interagdo com o tecido 6sseo natural. Esse aumento
na interagdo entre o scaffold e o tecido 6sseo ocorre provavelmente devido ao tamanho reduzido
das particulas, e por consequéncia sua maior drea superficial especifica, tornando-o mais reativo.

O processo sol-gel permite aplicar seus produtos de varias formas, como revestimento de
superficie (por exemplo, gel de HA revestindo prétese de liga de titanio), o p6 pode ser utilizado
como preenchimento sseo, entre outros.

O gel de hidroxiapatita (HA) € aplicado em camadas na superficie de um material, onde as
nanoparticulas dispersas aderem e formam um filme. O filme formado melhora a interacdo da
prétese com o tecido natural, facilitando e tornando mais rdpido o processo de proliferacao
celular, crescimento celular e deposicao de matriz extracelular.

As dimensdes nanométricas das particulas facilitam o revestimento de superficies
complexas, por exemplo, o método de replicacdo de esponjas poliméricas, no qual o gel cria um
revestimento com espessura controlada por toda a superficie da esponja, e a elimina¢do do

polimero ocorre posteriormente utilizando altas temperaturas.

2.2.1 - Obtenc¢ao de nanoparticulas

O processo sol-gel pode ser definido como a conversao de precursores s6lidos inorganicos
através de reacdes de polimerizagdo inorganica induzida pela d4gua. Normalmente o precursor é
um composto metal orginico (exemplo: nitrato) [SEGAL, D.L., et al., 1984]. O método sol-gel
pode ser obtido por duas rotas: uma € a rota coloidal [HERRING, H.; et al., 1996] [MEYER, F.;
et al.; 1999], a outra € a rota polimérica [MOHAMMADI, M.R.; et al.; 2011].

Na rota coloidal, o solvente pode ser etanol ou dgua e os resultados da solucdo sdo coldides
em meio aquoso e com possivel formacgdo de aglomeracdes decorrentes de efeitos eletrostéticos,
mas que podem ser prevenidas por repulsdo de particulas. Na maioria dos casos, as particulas
cristalinas s@o formadas apds tratamento térmico.

Na rota polimérica, o solvente pode ser o etanol e o gel é formado com a unido das

nanoparticulas. Estruturas amorfas podem ser formadas com a criagdo de sistemas microporosos.



O método sol-gel [LIVAGE, J., et al., 1989] [FENG, W, et al., 2005] para a sintese de pos,
monolitos e filmes finos é baseado em reacdes de hidrdlise e polimerizagdo de precursores
alcoxidos. Uma das vantagens do processo € a sua natureza sintética, capaz de gerar solugdes de
alta pureza. Além disso, o processo sol-gel envolve o uso de reagentes liquidos de baixa
viscosidade e, portanto, uma boa homogeneizagdo da solu¢do pode ser alcancada em curto tempo.
Desta forma, a mistura bem sucedida dos reagentes na solu¢do implica em uma consideravel
homogeneidade, quando séis e géis sdo formados. A homogeneidade das solucdes € alcancada no
estagio inicial de mistura, entdo, requer-se baixas temperaturas para a producao de sdis e géis.

Os alcoxidos metdlicos sdo membros da familia dos compostos metalorganicos, os quais
possuem ligantes organicos ligados a d&tomos de metais. A facilidade de reacdo entre os alcxidos
metalicos e a d4gua é a principal propriedade quimica destes compostos que sdo de interesse direto
no processo sol-gel.

O processo de produgdo dos géis é dividido em dois estdgios: hidrdlise e condensagcdo. A
hidrélise € a principal reagdo quimica que conduz a transformacdo de precursores aos produtos
finais, ou seja, os 6xidos. Uma variedade de fatores fisicos e quimicos, como por exemplo,
temperatura, pressao, pH, concentracdo dos reagentes e catalisadores, influenciam os processos
de polimerizacdo e consequentemente as propriedades dos 6xidos.

O processo sol-gel para a producdo de 6xidos inorgéanicos tem sido conduzido atualmente
ndo apenas pela metodologia alcéxido, mas também, pela metodologia que usa dispersdes
coloidais formadas a partir de sais organicos ou inorganicos.

Os reagentes nao-alcéxidos mais utilizados sdo sais organicos como acetilacetonatos e
acetatos, ou sais inorganicos como nitratos e cloretos.

O processo sol-gel com sacarose, chamado de rota baseada na sacarose (sucrose-based
route) para a sintese de nanoparticulas foi desenvolvido inicialmente por pesquisadores do
Laboratério de Raios X da Universidade Federal do Ceard e do Laboratério de Preparagdo e
Caracterizacdo de Materiais da Universidade Federal de Sergipe para a producdo de NiO e
NiFe,O4 [SOUZA, E.A., et al., 2007]. A rota baseada na sacarose foi adaptada por pesquisadores
do DEMA-FEM-UNICAMP para a sintese de fosfatos de cdlcio [RODRIGUES, L. R., 2008].

No sol-gel que utiliza 4gua de coco, a formagao do sol se d4 quando alguns aminoécidos da
agua de coco verde (principalmente a alanina) se ligam ao metal [MENESES, C.T., 2003]. Um

possivel e mais provdvel mecanismo de origem do gel, € que o metal se liga com as proteinas,



pois quando o sal é dissolvido nela, o seu tempo de estabilidade aumenta em até 50 vezes
[MENESES, C.T., 2003] [MENESES, J.C.A., 2004]. Além disso, a presenca do ion metélico
impede que a proteina se decomponha e leve a formacao de fungos e bactérias.

O “sol” da palavra sol-gel significa suspensdo coloidal de particulas dispersas em um
liquido, onde essas particulas ndo estdo dissolvidas, aglomeradas e nem agregadas (Figura 2.1).
A aglomeracdo de pequenas particulas ocorre devido as forcas de Van der Waals, essas forcas
tém por finalidade reduzir a energia superficial, porém as forcas de Van der Waals sdo fracas e se
estendem por apenas alguns nanOmetros. As etapas da formacdo do “gel” estdo presentes na
Figura 2.1.
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Figura 2.1 — Processo de obtencdo de nanoparticulas e possiveis aplicagdes do sol (solucdo
coloidal).

Tixotropia € o fendmeno presente nos coldides onde a viscosidade do fluido muda em
func¢do do tempo, sendo essa uma das caracteristicas de alguns “géis” (fluidos ndo newtonianos) e
pseudopldasticos. Muitos dos géis e coloides existentes sdo considerados materiais tixotropicos, e
exibem forma estdvel quando mantidos em repouso por um longo periodo de tempo, mas se
tornando liquido quando agitados, essa mudanca de gel para sol e vice-versa pode ser

reprodutivel por diversas vezes [SCHRAMM, G.; et al.; 1994].



Muitas dispersdes ndo apresentam apenas potencial para orientacdo, mas também para
interacdoes moleculares dependentes do tempo. Esse fato faz com que “‘as ligacdes” criem uma
estrutura tridimensional em rede frequentemente chamada de “gel”. Em comparagdo com as
forcas intermoleculares, essas ligacdes geralmente sdo ligagdes de hidrogénio ou ligagdes idnicas
que sdo relativamente fracas (elas se rompem facilmente quando a dispersdo é submetida ao
cisalhamento por um longo periodo de tempo) [SCHRAMM, G.; et al.; 1994].

O processo adotado neste trabalho para a produ¢do de nanoparticulas foi o novo processo
sol-gel com sacarose [RODRIGUES, L.R., 2008] [RODRIGUES, L.R.; et al.; 2010]
[RODRIGUES, L.R.; et al.; 2011]. O processo quimico estd baseado na utilizacdo da sacarose
como agente formador do gel e destaca-se pela simplicidade e baixo custo. Pode ser considerado
similar ao método complexo amorfo, também chamado de método citrato amorfo. Na rota
complexo amorfo, a solucdo ou citrato é adicionada dgua e materiais carboniceos, gerando uma
solucdo estivel e homogénea. O solvente é evaporado a uma temperatura moderada e um gel
pegajoso € obtido. Este gel € aquecido para remover os constituintes organicos € um po cristalino,
homogéneo e muito fino € obtido. Normalmente o 4cido ¢ utilizado como agente formador do gel,
porém, neste caso, mesmo a rota quimica sendo similar, € a sacarose que tem destaque como
agente formador do gel [SOUZA, E.A.; et al.; 2007].

Existem outros métodos de obten¢do de nanoparticulas, por exemplo: 1) Método Pechini
[PECHINI, M.P., 1967]; ii) Microemulsao [SMALL, D.M., 1977] [ATTWOOD, D., et al., 1983]
[SHARMA, M.K., et al., 1985]; iv) Co-precipitacio [BUENO, J.M.C., 1987] [PINHEIRO, E.A.,
1992] [KAMBLE, R.B.; et al.; 2008].

Aplicac0Oes:

As nanoparticulas podem ser aplicadas em diversas areas como, a drea terapéutica
utilizando nanoparticulas magnéticas, a substituicdo do tecido ¢sseo utilizando nanoparticulas de
fosfato de calcio, a magnetohipertermia onde as nanoparticulas magnéticas biocompativeis sdao
associadas a anticorpos para destrui¢do de células cancerigenas, a inddstria farmacéutica onde as
nanoparticulas de medicamentos sdo cobertas com biopolimeros e liberadas gradativamente

durante o tratamento de uma determinada doenca. As nanoparticulas também sdo utilizadas como



sensores eletroquimicos, biosensores, € imobilizadores de proteinas e enzimas [LUO, X.; et al.;
2006].

A partir das novas técnicas de produgdo criadas pela nanotecnologia foi possivel
desenvolver novos produtos, como os tecidos resistentes a manchas e que nao amassam, raquetes
e bolas de ténis, sensores, displays, tratamento tépico para herpes e fungos, vidro autolimpante,
diversas aplicacdes na medicina (cateteres, valvulas cardiacas, marca-passo, implantes
ortopédicos, entre outros), produtos para limpar materiais téxicos, cosméticos e protetores
solares, sistemas de filtracdo do ar e da dgua, microprocessadores e equipamentos eletronicos em

geral, entre outros.

2.3 Fosfatos de calcio

Os fosfatos de célcio tem tido importancia muito relevante nas pesquisas de biomateriais
ceramicos, gracas a sua semelhanca com a fase mineral do tecido 6sseo. As possiveis aplicagdes
atingem uma série de dreas biomédicas, como a ortopedia, odontologia e administracdo de
medicamentos por liberacdo controlada. Isto € possivel gracas a afinidade e a boa atividade
bioldgica apresentada por estes materiais, quando em contado com tecidos vivos [BOW, J.S.; et
al.; 2004].

Existem vérios tipos de fosfatos de cdlcio, assim como: hidroxiapatita, fosfato tricélcico,
fosfato tetracalcio, fosfato octacalcio, entre outros [AMJAD, Z., 1997]

As ceramicas de fosfato de célcio que hoje em dia merecem destaque s@o a hidroxiapatita
(HA), o beta-fosfato tricalcico (beta-TCP) e o alfa-fosfato tricalcico (alfa-TCP). Estas
bioceramicas estao em destaque gragas a excelente resposta bioldgica em ambientes fisioldgicos.

O constante aumento de anomalias ou disfuncdes esqueléticas causadas por doengas ou
traumas, estdo exigindo a criacdo de tratamentos mais eficientes € menos traumadticos para os
pacientes. Para tentar atender esta demanda, tem-se adotado a engenharia tecidual, utilizando
biomateriais como a hidroxiapatita para formar estruturas tridimensionais (scaffolds), onde se
realiza o cultivo de células diretamente nos poros (interconectados), e desta forma acaba por criar

novos tecidos de forma mais rdpida e guiada [BEM-NISSAN; et al.; 2004].
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Os scaffolds para engenharia tecidual Ossea precisam ser tridimensionais, com poros
interconectados e com didmetro médio de 100 micrometros a 400 micrometros [ZHU, X. et al.,
2006].

O mecanismo de unido da HA ao tecido dsseo é diferente do mecanismo apresentado por
outros materiais [DUCHEYNE, P.; et al.; 1992]. Para a unido dos implantes densos de HA, em
principio existe a formacdo da interface implante/tecido Osseo. A interface € constituida pela
matriz celular 6ssea de osteoblastos diferenciados, que produzem uma fina faixa amorfa de
somente 3 a 5 um de alta densidade eletronica [JARCHO, M., 1981]. Entre estas areas e as
células se observa conjuntos fixos de coldgeno com alguns cristais de osso mineralizado. Com o
tempo esta zona contrai para 0,05 a 0,02 pum, dando lugar a uma unido do osso com o implante
através de uma fina capa epitaxial de cristais de HA. Esta unido epitaxial pode ser observada
mediante a utilizacdo do microscépio eletronico de transmissdo (MET) [DACULSI, G., et al.,
1991] [DACULSI, G., et al., 1990a] [BONFIELD, W., et al., 1991]. Uma consequéncia desta
zona de unido ultrafina é o grande gradiente do mddulo de elasticidade na interface entre a HA e
o tecido dsseo.

Por ser bioativa a hidroxiapatita conduz o crescimento do tecido dsseo, tornando mais
rdpido o processo de regeneracdo. A perda de tecido Osseo pode ser resultante de traumas,
doencas degenerativas e tumores, € pode ser tratada por intervencdo cirirgica, como por
exemplo, a colocacdo de enxerto 6sseo que € utilizado para restaurar as funcdes normais do
tecido afetado.

A HA tem sido utilizada para procedimentos clinicos por mais de 25 anos [WHITE, A.A.,
et al., 2007]. Entretanto, sua baixa resisténcia mecanica quando comparada com o tecido ésseo,
tem levado os pesquisadores a procurar novas alternativas, surgindo assim novas possibilidades
para sintese de HA nanoestruturada.

A hidroxiapatita Ca;o(PO4)s(OH), (massa molecular de 1004,657g/mol) com estrutura
hexagonal (Figura 2.2) é um biomaterial bioativo muito semelhante a fase mineral do tecido
dsseo e por este motivo € utilizada no processo de substituicdo ou no preenchimento dsseo. A
densidade da hidroxiapatita é de 3,156 g/cm’ e o coeficiente de expansdo térmica tem um valor

de 11,6.10° °K!.
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A hidroxiapatita pertence a uma familia de minerais denominada “apatitas”, cujo nome
deriva do grego que significa decepc¢iao ou engano, devido a facilidade com que era confundido

com outros tipos de minerais como exemplo o berilio ou a turmalina [DEER, W.A.; et al.; 1972].

Figura 2.2 - Molécula de hidroxiapatita - estrutura hexagonal [KAY, M.I; et al.; 1964]
[MAVROPOULOS, E. 1999].

A hidroxiapatita pertence ao grupo das apatitas que em geral possui estrutura hexagonal e
possui elementos de simetria do grupo espacial P63/m [REBELO, A.H.S, 2006] com parametros
de rede a=b=9,423 Aec= 6,875 Ae que pode ser representada pela férmula My (ZO4)e X>
[ELLIOT, J.C.; et al.; 1994]. Onde “M” pode ser Ca**, Sr**, Pb*, Cd**, Mg**, Fe**, Na*, K*.
“Z0” pode ser PO,>, AsO,>, VO,7, SiO4*. “X” pode ser F, CI', OH, Br, O, [SANTOS, M.L.,
2005].

A hidroxiapatita ¢ um material ceramico bioativo, porém é considerado fragil e de baixa
resisténcia ao impacto. Por este motivo existe um crescente estudo na fabricacdo de compdsitos
que tem como objetivo melhorar as propriedades mecanicas do material formado [GOMIDE,
V.S., 2005] [CARDOSO, G.B.C., 2010] [GALDINO, A.G.S., 2011].

Vérios métodos para sintetizar hidroxiapatita estdo sendo utilizados, mas em todos &
necessario manter a relacdo molar Ca/P um pouco maior ou igual a 1,67 (Figura 2.3), por
exemplo, a exposi¢ao hidrotérmica da fluorapatita [Ca;o(PO4)s F»] a altas temperaturas e pressoes

[LEVITT, S.R., et al.,, 1969], métodos quimicos via uUmida, incluindo precipitacdo aquosa
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[CUNEYTTAS, A., et al., 1997], hidrélise, processo sol-gel [BEZZI, G., et al., 2003], técnica de
reacdo do estado s6lido mesclando os compostos célcio e fosforo, entre outros.

O fosfato tricdlcico sintético é um grupo de minerais que contém fons de célcio (Ca)** junto
com {ons ortofosfato (PO4)3', ions metafosfatos ou pirofosfatos (P207)4' e ocasionalmente

hidrogénio ou fons de hidréxido. A férmula molecular padrao é Cag(PO4)2.
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Figura 2.3 - Diagrama de fase para o sistema CaO — P,Os (onde C = CaO e P = P,0s) para
temperaturas elevadas. Cada linha representa uma mudanca de fase. Aqui C;Ps representa
7C&O'5P205; C32P= Ca2P2O7; C3P= Ca3(PO4)2; C4P= Ca40(PO4)2; HA= hidroxiapatita - Cam
(PO4)s (OH), as outras siglas podem ser escritas da mesma maneira. [DE GROOT, K., et al.,
1990] [CARAYON, M.T.; et al.; 2003] [DOROZHKIN, S.V., 2012]. A hidroxiapatita e o fosfato
tricélcico estdo presentes no diagrama parcial.

O B-TCP, [P - Ca3(POy),], € um fosfato de cdlcio com relacao Ca/P de 1,5 (Figura 2.3) e
recebe grande destaque no campo das bioceramicas e uma de suas principais aplicagdes € como

cimento dsseo para o preenchimento de pequenos defeitos dsseos faciais. Além disso, sabe-se que
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os fosfatos de célcio sao bioceramicas que apresentam excelente biocompatibilidade uma vez que
apresentam composi¢cdo quimica muito semelhante a fase mineral do tecido 6sseo [ABDEL-
FATTAH, W.L; et al.; 2008]. Beta-TCP € considerado um biomaterial reabsorvivel, sendo que
esta propriedade garante o equilibrio entre absorcao do material e a formacdo do novo tecido
0sseo [SAGAWA, H.; et al.; 2010].

O alfa-fosfato tricdlcico [a-Caz(POs),], (a-TCP), € utilizado para promover a formacgdo
Ossea e a calcificacdo de forma mais rapida. A fase alfa-TCP é gerada a partir de um tratamento
térmico da fase beta-TCP, sendo que a mudanga de fase se inicia aproximadamente quando o
material atinge a temperatura de 1150°C.

Apesar de ser utilizado na formulacdo de cimentos dsseos o B-TCP pode também ser
utilizado para a fabricacdo de compdsitos ceramicos densos ou porosos a partir de sua mistura
com outras ceramicas como, por exemplo, a hidroxiapatita [GUHA, A.K.; et al.; 2009].

Tanto para a utilizacdo em forma de cimento 6sseo ou para a confeccdo de compdsitos, a
distribuicao granulométrica das matérias primas € um fator crucial para a obten¢cdo de materiais
com boas propriedades estruturais.

O o-TCP e o B-TCP sao reabsorvidos quando implantados in vivo. Este processo ocorre
gradativamente conforme o tecido Osseo natural se desenvolve e ocupa o espaco do implante
sintético [LEGEROS, R.Z., 1991]. A hidroxiapatita sintética, por causa da grande semelhanca
com a fase mineral do tecido 6sseo, acaba por apresentar uma forte afinidade e uma boa

aderéncia aos tecidos duros, ndo apresentando reabsorcao.

AplicacOes:

O interesse da hidroxiapatita como biomaterial é explicado claramente por sua semelhanca
com a fase mineral do tecido 6sseo. A hidroxiapatita seria um material muito bom tanto para
restauracdo como para substitui¢do 6ssea, porém nao €, gracas a sua baixa resisténcia mecanica,
inclusive em formas compactadas e densas. Assim, o uso € indicado a todas as aplicacdes onde
nio se requer esforcos mecanicos, encontrando seu mais amplo campo de utilizacdo em
recobrimento de substratos metédlicos, com o objetivo de acelerar e incrementar a fixa¢do das
préteses ao osso. Como aplicagdo clinica a hidroxiapatita pode ser indicada como preenchimento

dsseo no processo de fixacao de falhas dsseas internas ou externas.
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2.4 Tecido 6sseo

O osso é um material composto em fracdes mdssicas de 10% dgua, de 20% material
organico, € 70% de material mineral [SHI, D.; et al.; 2006] e o componente celular,
compreendendo osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos, que ajudam, na deposi¢do, na dissolucao
e na nutri¢do do osso. O principal componente inorganico mineral é a apatita deficiente de cdlcio
[LEGEROS, R.Z., et al., 1993].

O osso pode assumir diferentes morfologias e fungdes de acordo com a sua localiza¢do no
esqueleto humano. Essa mudanca na morfologia acontece devido as diferentes solicitagdes
mecanicas especificas a qual o osso é submetido. Os constituintes do osso estdo em equilibrio
dinamico, a histodindmica natural do osso permite a reabsor¢do do mesmo por osteoclastos e a
reposicdo por osteoblastos, sendo que a fase mineral e o coldgeno estdo sempre sendo
reabsorvidos e depositados durante a vida adulta saudédvel. Esse processo permite a manutengao
da forma e volume dos o0ssos, € é chamado de remodelamento 6sseo [LOFFREDO, M.C.M.,
2006].

O osso tem quatro funcdes principais no corpo humano: i) Funcdo de sustentacdo; ii)
Protecdo dos tecidos e 6rgdos vitais; iii) Realiza a troca de minerais com o sangue; e iv) Atua na
filtragem de {ons gerados no sangue [DUVAIZEM, J.H., 2009].

O tecido 6sseo € o mais complexo de todos os tecidos produzidos no corpo humano. Por
causa de suas propriedades unicas, o osso atrai o interesse de diferentes tipos de pesquisadores
que, utilizando diferentes técnicas, tentam chegar ao conhecimento completo de sua estrutura e

diversidade de fun¢des [LOFFREDO, M.C.M., 2006] [RODRIGUES, L.R., 2008].

2.5 Biomateriais

Os biomateriais podem ser definidos como substancias de origem natural ou sintética que
sdo toleradas de forma transitdria ou permanente pelos diversos tecidos que constituem os 6rgaos

dos seres vivos.
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Dois fatores sdo importantes para o sucesso de um biomaterial:

- Biocompatibilidade, que ¢ a habilidade de um material ter um desempenho satisfatério, com
resposta adequada do tecido hospedeiro, para uma dada aplicacdo [WILLIAMS, D.F., 1987].

- Biofuncionalidade, que € a capacidade do material desempenhar apropriadamente a funcao
para o qual foi projetado, pelo tempo necessdrio, que pode ser longo nos casos de implantes
permanentes, ou curto no caso de implantes temporarios. Esta caracteristica estd relacionada com
as caracteristicas mecanicas do material [WILLIAMS, D.F., 1987].

Cada biomaterial possui uma classificacdo, devido seu comportamento fisioldgico varidvel,
e abaixo serdo citadas as classificacoes.

Biotoleraveis sdo materiais apenas tolerados pelo organismo, sendo isolados dos tecidos
adjacentes através de uma camada fibrosa. Quanto maior a espessura da camada de tecido
fibroso, menor € a tolerabilidade dos tecidos naturais ao material. Os materiais biotoleraveis mais
conhecidos s@o os polimeros sintéticos e a maioria dos metais.

Bioativos sdo materiais que em sua superficie ocorrem ligacdes quimicas com o tecido
0sseo, fato conhecido como osteointegracao. Os biomateriais bioativos mais conhecidos sdo os
vidros e as vitroceramicas a base de fosfato de célcio, a hidroxiapatita e os compostos de fosfato
de célcio. Atualmente, pesquisadores estdo tentando desenvolver polimeros que sejam bioativos.

Bioinertes sdao materiais tolerados pelo organismo, mas a formacio do tecido envoltério é
minima. Os materiais mais conhecidos sdo: alumina, zirconia, titdnio e suas ligas e materiais
carbonosos.

Reabsorviveis ou biorreabsorviveis sio materiais que atuam por um determinado periodo
junto aos tecidos bioldgicos, e depois sdo degradados, solubilizados ou fagocitados por células do
organismo. Fagocitose € o processo de ingestao e destrui¢do de particulas sélidas, como bactérias
ou fragmentos de tecido necrosado, por células amebdides chamadas de fagdcitos, que tem como
uma das fungdes a protecdo do organismo contra infeccdes. Este material, apds atuar no
organismo, € eliminado por vias naturais do organismo, sem necessidade de outra intervencao
cirdrgica. Os materiais com caracteristicas reabsorviveis ou biorreabsorviveis mais conhecidos

sa0: o fosfato tricdlcico e o poli (4cido lactico) [HENCH, L. L., et al., 1993].
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Aplicacdes:

Hoje em dia os biomateriais sao utilizados em diversas dreas da medicina, inclusive a area
de farmacos. Os produtos sdo diversos, como prétese ocular, substituicio dssea, articulagdes,
véalvulas cardiacas, ossiculos do ouvido (cabeca do martelo e a bigorna), pinos para fixacdao de
fraturas, prétese mamaria, préteses ortopédicas e muitos outros. Na drea de farmacos existem os

polimeros biorreabsorviveis que liberam o medicamento de forma controlada, conforme ele €

(%

absorvido pelo organismo. O sucesso de um implante estd relacionado a varios fatores, como:

fablg

forma de produ¢do da matéria prima, ao processamento, a qualidade e controle bio-sanitario,

aplicacdo clinica final e a0 monitoramento das reacdes do paciente apds o implante.

2.6 Bioceramicas

As bioceramicas sdo utilizadas na preparacao e reconstru¢do de partes do corpo que estejam
danificadas por acidente ou por doenca. As bioceramicas sdo materiais ceramicos desenvolvidos
para terem um comportamento fisiolégico especifico ao serem aplicados em construgdes de
préteses ou 6rgaos artificiais [SASTRE, R., et al., 2004].

Tradicionalmente a ceramica tem sua utilizag¢ao limitada a poucas aplicac¢des, decorrente da
sua fragilidade, da sua baixa resisténcia mecanica a tragdo, a flexao e ao impacto. A partir do
final dos anos sessenta, foram desenvolvidas novas ceramicas com propriedades mais adequadas
e sua utilizagdo aumentou consideravelmente [SHACKELFORD, J.F., 1999] [DUBOK, V.A.,
2000].

As ceramicas apresentam alta resisténcia a compressao, boa aparéncia estética e alta inércia
quimica, estes fatos fizeram com que elas iniciassem suas aplicacdes na odontologia, sobretudo
em coroas dentais. Posteriormente seu uso se estendeu como biomaterial para o sistema
locomotor, na forma de implantes para substituicdo d6ssea [HULBERT, S.F., et al., 1987]
[VALLET-REGI, M., 2001].

As bioceramicas mais conhecidas sdo: fosfatos de calcio, alumina, zircOnia e titdnia. As

bioceramicas podem ser classificadas em diferentes formas:
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a) De acordo com a resposta do tecido, se dividem em:
- Bioinertes: Alumina (alfa- Al,O3), Zirconia (ZrO,) e os carbonos piroliticos;
- Bioativas: Hidroxiapatita [Ca;o (PO4)s (OH);], biovidros e as vitroceramicas bioativas.

- Biorreabsorviveis e reabsorviveis: Fosfato tricalcico [Caz(POy)s].

b) De acordo com a aplicacao que se destina:

- Estrutural: Sao ceramicas de elevada resisténcia mecanica e geralmente bioinertes.

Exemplos tipicos sdao a alumina (alfa- Al,O3) e a zirconia (ZrO,).

- Ndo estrutural: Sao geralmente bioceramicas bioativas ou reabsorviveis, densas ou porosas,
com baixa resisténcia mecanica, pois ndo necessitam suportar grandes cargas.

Exemplos tipicos, sdo a hidroxiapatita (HA) [Cajo (PO4)¢ (OH),] e o fosfato tricalcico (TCP)
[Ca3(POy).].

¢) De acordo com as caracteristicas do material:

- Biocerdamicas densas e inertes: sio materiais com porosidade inexistente. Sua unido ao 0sso é
morfoldgica e se realiza de trés formas: por crescimento do tecido nas irregularidades superficiais
do implante, por unido através de um cimento acrilico ou por acoplamento do implante no defeito
mediante pressdo. Exemplo tipico deste grupo é a alumina tanto monocristalina quanto
policristalina.

- Biocerdmicas porosas e inertes: a uniao com o 0sso ¢ mecanica e a fixagcao € bioldgica, ja que a
producdo do crescimento dsseo se da através dos poros do implante. A alumina policristalina
porosa € também um bom exemplo deste grupo.

- Biocerdmicas densas ou porosas bioativas: A unido do tecido 6sseo é do tipo quimico e a
fixacdo € bioativa. Exemplo tipico deste grupo é a hidroxiapatita (HA). Ao mesmo grupo
pertencem, os biovidros e as vitroceramicas bioativas.

- Bioceramicas densas ou porosas reabsorviveis: Este grupo se caracteriza pelo fato do implante

ser lentamente substituido pelo osso. A este grupo pertencem o fosfato tricdlcico (TCP) e outros

fosfatos, assim como o sulfato de calcio (CaSO4¥2 H,0).
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2.6.1 Bioceramicas de fosfato de célcio

Fosfato tricalcico € considerado uma ceramica biorreabsorvivel ou reabsorvivel, neste caso
quando implantada é dissolvida gradativamente no tecido natural, ou seja, o material implantado
€ gradualmente substituido enquanto o tecido 6sseo se regenera. Seu grande inconveniente € que
conforme o material é reabsorvido sua resisténcia mecanica diminui, porém somente durante o
intervalo de tempo entre a absor¢do do scaffold e a neoformacao dssea.

Todas as ceramicas reabsorviveis, exceto o gesso, estdo baseados em fosfatos de célcio

variando sua solubilidade no sentido:

alfa-TCP > beta-TCP >>>> HA

A reabsor¢ao dos fosfatos de cdlcio é causada por trés fatores principais:
- Dissolugao fisico-quimica;
- Desintegracdo fisica em pequenas particulas;
- Fatores bioldgicos, como reabsorcao ou biorreabsorc¢ao.
O fosfato tricdlcico (TCP) € solivel ou absorvivel por exceléncia, sua formula quimica é
Ca3(POy), tem uma relagcao molar de Ca/P = 1,5.
A hidroxiapatita (HA) € uma ceramica bioativa, ¢ um fosfato de célcio de formula quimica

Cajp (PO4)6 (OH),, com uma relagdo molar de Ca/P = 1,67.
Aplicacgoes:

Algumas aplicagdes mais frequentes: engenharia tecidual, bioengenharia, recobrimento de
proteses dentdrias e maxilofaciais, cirurgia plastica, implantes dentérios, em otorrinolaringologia,

aumento da crista alveolar, defeitos periodontais, reconstituicdo maxilofacial, cirurgia de coluna,

recobrimento pulpar, entre outros [RAVAGLIOLI, A., et al.; 1992].
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2.7 Scaffolds

Os scaffolds sao estruturas tridimensionais com poros interconectados e com o tamanho dos
poros por volta de 100 a 400 um [BEN-NISSAN, B., et. al., 2004] que favorecem a conducdo da
regeneragao Ossea, desta forma contribuindo significativamente para o desenvolvimento do tecido
neoformado. A nanotecnologia aplicada aos scaffolds promete melhorar a qualidade dos
implantes. A engenharia de tecidos tem como objetivo desenvolver novos tecidos para facilitar a
recuperacdo e manutencdo das funcdes bioldgicas de cada 6rgdo tratado [ZHANG, Y.; et al,,
2010]. As estruturas 3D fornecem suporte fisico, com morfologia adequada para o crescimento
celular, porém para um scaffold ter sucesso em sua aplica¢do na engenharia tecidual é necessario
levar em considerag@o a sua biorreabsor¢ao, a sua resisténcia mecanica, a porosidade, o tamanho
dos poros, a interconectividade, o material utilizado, entre outros.

A visualizacdo das células vivas dentro dos scaffolds antes de serem implantados ainda é
uma tarefa dificil e equipamentos capazes de fornecer informacdes volumétricas das células sao
poucos, como exemplo a microscopia optica e a microscopia confocal. Essas técnicas tém sido
utilizadas, porém devido ao espalhamento de luz, a penetracdo na amostra é pequena € por i1Sso
estas técnicas sdo consideradas limitadas. Uma alternativa para este problema ¢é a
microtomografia computadorizada (Micro-CT), mas essa técnica em vAarios casos exige a

7z

utilizacdo de agentes de contraste toxicos, o que teoricamente é um problema devido

(&%

necessidade posterior de descarte destes residuos [ZHANG, Y .; et al.; 2010].

AplicacdOes:

Os scaffolds, ou suportes celulares, permitem a ligagao e migracao celular de forma guiada,
e devido aos poros interconectados acaba por facilitar também o acesso dos fatores bioquimicos
até as células localizadas no interior do scaffold. A estrutura tridimensional com poros
interconectados dos scaffolds permite a difusdo de nutrientes celulares vitais. Os scaffolds estdo
associados a engenharia tecidual, pois € uma ferramenta importante no processo de formacao de

novos tecidos quando semeados com células tronco [KRUGER, E.A.; et al.; 2011].

20



2.8 Compositos

O termo compdsito € empregado para designar a combinacdo artificial de 2 ou mais
materiais, onde os materiais mantém sua identidade fisica e quimica inicial. Na regido de contato
entre os componentes pode existir uma interface. As propriedades mecanicas de um material
compdsito normalmente sdo superiores as propriedades dos materiais analisados de forma
individual [SASTRE, R., et al., 2004].

A combinagdo entre ceramicas e alguns outros materiais, como por exemplo, os metais, 0s
polimeros e as préprias ceramicas, tém sido utilizados para a produg¢do de compdsitos de alto
desempenho. O objetivo € fazer uso de propriedades inerentes das entidades envolvidas. Estas
propriedades estdo fundamentalmente ligadas a estrutura bédsica dos materiais (como ligacdes
quimicas primadrias € arranjo atdmico).

Os materiais que podem compor um material compdsito podem ser classificados em dois
tipos: matriz e reforco.

- O material matriz € o que confere estrutura ao material composito, estando presente como
material principal, porém com espagos vazios em sua estrutura que sdo preenchidos com os
materiais de reforco.

- Os materiais reforco sao os que melhoram propriedades mecanicas, eletromagnéticas ou
quimicas do material compdsito como um todo.

Pode ainda, surgir uma sinergia ou cooperagdo entre o material matriz e o material refor¢o
resultando em um material compdsito com propriedades ndo existentes nos materiais, quando

estando separados.

2.8.1 Nanocompdsitos

Os nanocompésitos podem ser fabricados de diversas maneiras: combinagdo de
nanoparticulas, para a formagdo de scaffolds ou corpos densos; combinacdo de polimeros
dissolvidos com uma rede inorganica preparada através da policondensacdo de alcoxidos
metélicos; combinagdo de polimeros ou copolimeros funcionalizados com grupos alcoxissilanos e

a rede inorganica; precipita¢do de nanoparticulas em um gel polimérico; impregnacao de matrizes
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inorganicas porosas com mondmeros ou oligdmeros; polimeriza¢do simultanea de alcoxidos e
mondmeros; entre outros [RODRIGUES, L.R., 2008] [MORELLI, F.C., 2009].

Nanocompésitos baseados na inser¢do de nanoentidades, na forma de argilominerais, em
matrizes poliméricas tem chamado a ateng¢do por potencialmente gerar materiais com elevadas
propriedades mecanicas, de barreira (reduzida difusdo de espécies gasosas, por exemplo),
elevadas propriedades térmicas e baixo custo, entre outros. Durante o processamento dos
nanocompositos, hd a inser¢do de cadeias poliméricas entre a estrutura lamelar dos
argilominerais.

O nanocompdsito de hidroxiapatita /titania consiste em filmes de gel de titdnia impregnados
com nanoparticulas de hidroxiapatita (HA). Os filmes podem ser preparados em placas
comerciais de TigAl4V utilizando o método sol-gel.

A mistura de HA/titania € aplicada em forma de camadas no substrato, para em seguida ser
calcinada, formando uma fina camada do nanocompésito [SU, B.; et al., 2006].

Outra forma mais simples de fabricacio de nanocompdsitos € a adi¢do de dois tipos de
nanoparticulas em um recipiente. Estas nanoparticulas devem ser misturadas e compactadas
formando sdlidos de compdsitos nanoestruturados. A porcentagem de cada material pode ser

controlada pela quantidade de massa adicionada no recipiente.

Aplicacgoes:

Tanto os compdsitos quanto os nanocompdsitos sdo aplicados em lugares onde ndo €
possivel utilizar os materiais mais comuns, por alguns motivos, tais como: necessidade de um
material estrutural mais leve e mais resistente, aplicacio em embalagens alimenticias para
melhorar a capacidade de barrar ou atenuar a movimentacdo de substancias pela embalagem,
ajudar no crescimento de tecido Osseo, facilitar a aderéncia do tecido dsseo natural ao

nanocomposito [SHEN, Y.; et. al., 2008].
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2.9 Cultura celular

A cultura celular é um interessante processo utilizado para avaliagdo de materiais, pois o
teste ndo demanda de muito tempo para ser realizado, o custo é baixo (quando comparado ao
teste in vivo) e € possivel realizar o teste em vdrios materiais a0 mesmo tempo em uma unica
placa de cultura, por isso normalmente utilizam este tipo de teste para a selecdo de materiais que
irdo passar posteriormente pelos testes in vivo. [FRESHNEY, R. 1., 2011]

Cultura de células € um complexo processo no qual as células sdo mantidas cultivadas em
condic¢des controladas. Existem dois tipos de cultura celular: cultura celular priméria e cultura
celular secunddria, ou linhagem celular.

A cultura de células primarias é preparada diretamente a partir da extracdo das células do
tecido de um organismo vivo.

A cultura celular secundéria tem como base as células que sdo retiradas de organismos
vivos (cultura celular primdria) e que sdo capazes de se multiplicar in vitro mantendo suas
caracteristicas iniciais. Cada passagem da cultura representa uma geragao de células.

Para um ensaio inicial € comum fazer testes com cultura celular, para verificar o
comportamento do material em contato com um organismo vivo. As células sdo cultivadas em
condig¢des controladas de temperatura (37°C) e atmosfera com adi¢do de 5% de CO,.

As culturas celulares sdo nutridas com meio de cultura e suplementos, usualmente com soro
fetal bovino, para a obtencdo de hormonios e fatores de crescimento e no caso de células tronco
mesenquimais também sdo adicionados fatores de diferenciacdo celular. As condi¢des do meio e
os nutrientes utilizados variam, pois sdo especificas para cada tipo celular. O meio de cultura e os
suplementos devem ser trocados sempre que necessario (em geral 3 vezes por semana). Durante o
periodo de cultura, a morfologia celular pode ser detectada por contraste de fase e microscopia de
fluorescéncia. Existem concentracdes adequadas de células para os testes serem realizados e

normalmente sdo medidas em células/ml.
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3 MATERIAIS E METODOS

A Figura 3.1 apresenta um fluxograma geral das principais etapas deste trabalho.

Fluxograma total do trabalho

Testes iniciais

Selecdo e caracterizacdo dos
materiais comerciais:
Hidroxiapatita e p-TCP

Confeccéo dos scaffolds |
]

Amostra W

Amostra X

Caracterizacao
dos Scaffolds

Caracterizacao
dos Scaffolds

Ensaio in vitro e
caracterizacio

Ensaio in vitro e
caracterizacao

Amostra Y

Amostra Z

Caracterizacao
dos Scaffolds

Caracterizacao
dos Scaffolds

Ensaio in vitro e
caracterizacéo

Ensaio in vifro e
caracterizacdo

Definicdo das melhores condicdes

Sintese e caracterizacido de HA e

B-TCP

Confecc¢ao dos scaffolds com
materiais sintetizados e comerciais

Amostra 1

Amostra 2

Caracterizacao
dos Scaffolds

Caracterizacao
dos Scaffolds

Ensaio in vitro e
caracterizacao

Ensaio in vitro e
caracterizacao

Ensaio in vivo e
caracterizacdo

Amostra 3

Amostra 4

Caracterizacao
dos Scaffolds

Caracterizacao
dos Scaffolds

Ensaio in vitro e
caracterizacao

Ensaio in vitro e
caracterizacao

Ensaio in vivo e
caracterizacdo

Conclusbdes
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Figura 3.1 - Fluxograma geral das principais etapas do trabalho.




Para tornar o processo de identificagdo das amostras mais facil foi criada a Tabela 3.1 onde

constam os detalhes de cada amostra.

Tabela 3.1 - Nomenclatura das amostras dos testes iniciais e dos testes finais.

Nome Descricao das Amostras Origem do material
Esponja com paredes finas .
Amostra W calcinada a 725°C Comercial
Esponja com paredes espessas .
o Amostra X calcinada a 725°C Comercial
Testes iniciais : )
Pastilha porosa calcinada a .
Amostra'’Y o Comercial
725°C
Pastilha porosa sinterizada a .
Amostra Z 1330°C Comercial
Pastilha porosa sinterizada a N
Amostra 1 1330°C Sintetizado
Amostra 2 Pastilha porosaosmterlzada a Comercial
] 1330°C
Testes finais
Amostra 3 Esponja sinterizada a 1330°C Sintetizado
Amostra 4 Esponja sinterizada a 1330°C Comercial

Para os testes iniciais de defini¢cdo da melhor temperatura de trabalho e para a defini¢do do
melhor formato do scaffold foram adotadas duas técnicas: 1) Replicacdo de esponjas polimérica;

e 2) Compactacdo mecanica com agentes porogeénicos:

1) Amostras W e X: Foi utilizado o processo de replicagdo de esponjas poliméricas
(polymer foam replication technique), através da barbotina feita com nanoparticulas ceramicas.
As esponjas possuem poros entre 100 a 400 micrometros e sdo interconectados. O método da
esponja foi adotado devido a grande quantidade de poros uniformes e interconectados presentes
na estrutura formada, além da relativa facilidade de trabalho neste tipo de processo. Também se
levou em consideracdo o baixo custo das esponjas poliméricas. Esta técnica utilizou dois tipos de
esponjas:

1) Poros maiores e paredes mais finas;

2) Poros menores e paredes mais grossas;
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Para o processo de esponjas foram utilizados:

- Esponja de poliuretano cortada no formato desejado;

- Gel de hidroxiapatita (reagentes: acido fosférico 85% Sigma-Aldrich e nitrato de calcio
tetrahidratado 99% Fluka);

- Hidroxiapatita Fluidinova nanoXIM-HAp202 artigo 50120208;

- B-TCP (beta-fosfato tricdlcico) Fluidinova nanoXIM-TCP202 artigo 50220208;

- Calcinagao a 725°C.

2) Amostras Y e Z: Para estas amostras foi adotado o processo de compactacdo de
nanoparticulas cerdmicas (HA/B-TCP) com a adi¢do de agente porogénico. Para eliminar o agente
porogénico foi realizado o processo de lixiviacdo seguido do processo de calcinacdo para a
Amostra Y e sinterizacdo para a Amostra Z. As principais caracteristicas obtidas foram poros em
menor quantidade e paredes mais espessas (maior resisténcia mecanica aparente). A sacarose foi
adotada como agente porogénico, por ser eficiente e de baixo custo.

Esta técnica foi adotada para comparagdo com a técnica de replicacdo de esponjas
poliméricas, e assim se ter uma ideia do comportamento das células em dois tipos de scaffolds,
com tamanho e forma de poros diferentes, além de uma superficie diferente devido a sinterizacao

promovida pela alta temperatura.

Para o processo de compactacao foram utilizados:
- Prensa simples;
- Molde de base circular;
- Sacarose como agente porogénico;
- Hidroxiapatita Fluidinova nanoXIM-HAp202 artigo 50120208;
- B-TCP (fosfato tricdlcico) Fluidinova nanoXIM-TCP202 artigo 50220208;
- HA + B-TCP 50% em massa de cada um + gel (exemplo: 2g HA + 2g B-TCP + 2ml gel);

- Calcinagdo a 725°C para a Amostra Y e sinterizacdo a 1330°C para a Amostra Z.
No processo de obtencao da hidroxiapatita e fosfato tricdlcico (Figura 3.2) foram utilizados

trés tipos de reagentes e um tipo de solvente. Os reagentes foram: nitrato de calcio tetrahidratado

[Ca(NOs3), .4H,0], produzido pela empresa Synth e pertencente ao lote 136373, acido fosférico
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(H3PO4) produzido pela empresa LAFAN e pertencente ao lote 8004, sacarose (C;H2011)
produzido pela empresa MERCK e pertencente ao lote 128718.

Para a sintese da hidroxiapatita [Ca;o(POs)s (OH),] foi necessario manter a relagio cdlcio e
fésforo em aproximadamente 1,67 (Ca/P=1,67), ou seja, para cada 10 mols de célcio devera ter 6
mols de fésforo. O solvente foi dgua destilada (H,O) [RODRIGUES, L.R., 2008].

Para a sintese de fosfato tricdlcico [Ca; (POs4),] foi necessario manter a relagdo
calcio/fésforo em aproximadamente 1,5 (Ca/P=1,5), ou seja, para cada 3 mols de cdlcio devera
ter 2 mols de fésforo. O solvente foi dgua destilada (H,O). Para conversdo do beta fosfato
tricélcico em alfa fosfato tricdlcico foi necessario submeter o material a temperaturas acima de

1150°C [RODRIGUES, L.R.; et al.; 2011].

Sintese de HA e B-TCP

Solucdo de nitrato de Solugéo de acido

calcio + sacarose fosforico + sacarose
L | |

|
Solucdo de nitrato de
célcio + acido fosférico +
sacarose

Agitacéo

Solucao coloidal

Agitacfio e aguecimento

Formac&o do gel

Tratamento térmico

|_ HA - 725°C e B-TCP - 1050°C

Po

Figura 3.2 - Fluxograma da sintese de hidroxiapatita e beta-fosfato tricalcico.

A Figura 3.3 mostra o procedimento de obtencdo das Amostras 1 e 2 (pastilhas ceramicas

porosas), produzidas com hidroxiapatita (HA) e reforcadas com beta-fosfato tricdlcico (B-TCP).
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Para a Amostra 1 foram utilizados materiais sintetizados em laboratdrio e para a Amostra 2 foram
utilizados materiais comerciais.

Para a compactacdo foi utilizado prensa simples e molde de base circular tanto para a
Amostra 1, quanto para a Amostra 2. Como agente porogénico foi utilizada a sacarose e a
lixiviagdo foi realizada apds a compactagao.

Foi utilizada uma mistura de HA/B-TCP com 50% em massa de cada um + sacarose (2g de
HA + 2g de B-TCP + 4g de sacarose)

A sinterizac@o para ambas as amostras seguiu as seguintes etapas: i) Partiu da temperatura
ambiente e foi até 500°C; ii) Manteve a temperatura em 500°C por 2 horas para eliminar o
restante da sacarose que nao foi eliminada com a lixiviacao; iii) Partiu de 500°C e foi até 1330°C;
iv) A temperatura foi mantida em 1330°C por 2 horas para realizar a sinterizagdo em todo o

scaffold.

| Amostra 1 | Amostra 2 |

| | L 1 1 : 1
Sintese e caracterizacdo| | Sintese e caracterizacdo Caracterizacdo da HA Caracterizagdo do
da HA do B-TCP comercial B-TCP comercial

| ¥ I T
L
1 |
Mistura HA + B-TCP 50%
+ Sacarose

|
Compactacédo
|
Sinterizacdo a 1330°C

| Scaffold |

Figura 3.3 - Fluxograma de producdo das Amostras 1 e 2.

Para a Amostra 1 (Figura 3.3) foram utilizados:

- Hidroxiapatita produzida no laboratério [RORIGUES, L.R.; et al.; 2009] [RODRIGUEZ,
G.N.P.;et. al.; 2012];

- B-TCP (beta-fosfato tricdlcico) produzido no laboratério [RODRIGUES, L.R.; et al.;
2010] [RODRIGUES, L.R.; et al.; 2011].
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Para a Amostra 2 (Figura 3.3) foram utilizados:
- Hidroxiapatita Fluidinova nanoXIM-HAp202 artigo 50120208;
- B-TCP (beta-fosfato tricélcico) Fluidinova nanoXIM-TCP202 artigo 50220208.

As pastilhas cerdmicas porosas (Amostra 1 e Amostra 2) foram feitas a partir da mistura
entre as nanoparticulas de hidroxiapatita, fosfato tricilcico e particulas de sacarose (agente
porogénico) com tamanho controlado por peneiras. Os trés elementos foram agitados
manualmente com movimentos aleatérios por 5 minutos.

Para a confec¢do destes scaffolds foi quantificada a massa referente ao volume final
escolhido, podendo assim variar o tamanho dependendo da aplicagcdo, em seguida esse volume de
mistura selecionado foi compactado. Foi utilizada a forca de compactacdo de 2 toneladas, para
fazer scaffolds de 5 mm de didmetro por 5 mm de altura.

Depois de compactados, os scaffolds foram mergulhados em dgua purificada por osmose
reversa por aproximadamente 5 minutos, porém este tempo vai depender do tamanho do scaffold,
sendo que para um scaffold com as medidas citadas anteriormente este tempo foi suficiente. Apds
a lavagem foi necessdario colocar os scaffolds em estufa a 50°C para ocorrer a secagem. Por fim os

scaffolds foram sinterizados a 1330°C.

A Figura 3.4 mostra o procedimento de obtencdo das Amostras 3 e 4 que sdo as esponjas
ceramicas produzidas com hidroxiapatita (HA) e refor¢cadas com beta-fosfato tricdlcico (B-TCP).
Para a Amostra 1 foram utilizados materiais sintetizados no laboratério e para a Amostra 4 foram
utilizados materiais comerciais. Para todas as amostras foram utilizadas esponjas de poliuretano
cortadas no formato desejado.

A propor¢do de materiais (HA e B-TCP) utilizados para a formagdo da barbotina foi de
50% em massa + solugdo coloidal de HA (2g de HA + 2g de B-TCP + 2ml de gel). A viscosidade
da barbotina € varidvel, e € controlada pela quantidade de solucdo coloidal de HA adicionada na
mistura.

A sinterizacdo dos scaffolds (Amostras 3 e 4) seguiu as seguintes etapas: i) Partiu da
temperatura ambiente e foi até 500°C com taxa de aquecimento lenta (1°C/min.); ii) Manteve a

temperatura em 500°C por 2 horas para eliminar o restante da espuma de poliuretano; iii) Partiu
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de 500°C e foi até 1330°C; iv) Manteve a temperatura em 1330°C por 2 horas para realizar a

sinterizagao.

| Amostra 3 | | Amostra 4 |
[ I 1 | . 1

Sintese e caracterizacdo| | Sintese e caracterizacio Caracterizagdo da HA Caracterizacdo do

da HA do B-TCP comercial B-TCP comercial
| ] | I
I —
| |
Mistura HA + B-TCP 50%
+ gel

Imersdo da espuma na
barboina

‘ Secagem em 50°C ‘

I
| Sinterizagso a 1330°C |
I

| Scaffold |

Figura 3.4 - Fluxograma de producdo das Amostras 3 e 4.

Para a Amostra 3 (Figura 3.4) foram utilizados:

Foram utilizados:

- Gel de hidroxiapatita (reagentes: 4cido fosférico 85% LAFAN e nitrato de calcio
tetrahidratado 99% Synth) [DEAN-MO, L.; et al.; 2001] [SANTOS, M.L.; et al.; 2005]
[RODRIGUES, L.R., 2008];

- Hidroxiapatita produzida no laboratério [RORIGUES, L.R.; et al.; 2009] [RODRIGUEZ,
G.N.P;; et. al.; 2012];

- B-TCP (beta-fosfato tricdlcico) produzido no laboratério [RODRIGUES, L.R.; et al.;
2010] [RODRIGUES, L.R.; et al.; 2011];

Amostra 4 (Figura 3.4)

Foram utilizados:
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- Gel de hidroxiapatita (reagentes: 4cido fosférico 85% LAFAN e nitrato de calcio
tetrahidratado 99% Synth);

- Hidroxiapatita Fluidinova nanoXIM-HAp202 artigo 50120208;

- B-TCP (beta-fosfato tricdlcico) Fluidinova nanoXIM-TCP202 artigo 50220208;

As esponjas no processo de replicacdo foram cortadas nas dimensdes de 1 centimetro
cubico e mergulhadas na barbotina. Foram produzidas esponjas cerdmicas a partir de materiais
sintetizados e comerciais.

As esponjas ceramicas (scaffold) foram sinterizadas a 1330°C, e devido a alta temperatura
do tratamento térmico ocorreu a transformacdo de fase do B-TCP para o-TCP. Em seguida as
esponjas foram cortadas com o auxilio de um tubo com a ponta afiada, deixando as amostras com
um diametro de aproximadamente 3 mm (Figura 3.5). A altura foi limitada em 1,5 mm e para
realizar este corte foi utilizada uma lamina de bisturi. Essas amostras foram utilizadas para o

ensaio in vitro € in vivo.

Figura 3.5 - Amostra 4 com 3 mm de didmetro utilizada nos testes in vivo.

A Figura 3.6 indica em forma de fluxograma as andlises realizadas nas amostras durante o
desenvolvimento deste trabalho que foi dividido em duas partes, os testes iniciais realizados no
INEB-FEUP e que serviram para definir as melhores condi¢des para a realiza¢do dos testes finais

realizados na FEM-UNICAMP, SOBRAPAR, FCM-UNICAMP e ICB-USP.
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Caracterizacoes

l l
Testes iniciais Testes finais
| I
| DRX |
Andlise de rastreamento |
de nanoparticulas

Equacédo de Scherrer

| DIRX | | FRX |
I
| Equacao de Scherrer | | MI|EV |
|
[ MEVambiental | | E?S |
| | TEM |
| Potencial Zeta | |
| | FTIR |
| Teste in vitro \ I
| Pichometria |

Microtomografia \

Ensaio mecanico de
I compressao axial

Teste de degradacdo I

| Teste in vitro |
|

| Teste in vivo |

| Analise Histologica |

| Lupa de fluorescéncia | |

| Microscopia confocal |

Figura 3.6 - Fluxograma das anélises realizadas nos testes iniciais e testes finais.

3.1 Fluorescéncia de raios X (FRX)

Para fluorescéncia de raios X foi utilizado o equipamento Rigaku RIX 3100 varredura
completa para andlise de possiveis impurezas presentes no material. Esta € uma técnica nao
destrutiva de andlise qualitativa e semi-quantitativa da composicdo quimica de amostras. O
equipamento emite um feixe de raios X sobre a amostra que reflete a radiacdo, essa radiacdo é
captada por um detector, os dados captados sdo convertidos em forma de graficos e visualizados

no computador [BELMONTE, E.P., 2005].
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Para a andlise de fluorescéncia de raios X, foram feitos discos compactados de cada

material com 30 mm de didmetro. A carga aplicada foi de 10 MPa por 60 segundos.

3.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O processo de obtencdo de dados se inicia com a producdo do feixe de luz infravermelha
que em seguida € dividido em dois raios separados. Um feixe passa pela amostra e o outro passa
por uma referéncia. Os dois feixes sdo refletidos de volta ao detector, porém antes de chegar eles
passam por um divisor que alterna a entrada do feixe no detector, sendo possivel analisar cada
feixe e compara-los e por fim coletar os dados. A referéncia tem a fun¢do de prevenir que a
possivel flutuacdo de energia elétrica da saida da fonte afete os resultados finais, e também evita
que os efeitos do solvente modifiquem os resultados, pois a referéncia normalmente é a forma
pura do material em estudo.

A andlise de espectros de infravermelho foi realizada em um equipamento de
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) da marca Thermo Scientific
modelo Nicolet FT-IR IR100 com uma resolu¢do espectral de 128 a 4 cm”. A espectral utilizada
foi de 4000 a 400 centimetros'. As amostras foram misturadas ao KBr para a realizagio das

andlises em forma de disco compactado.

3.3 Analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

Para a visualizagdo e verificacdo do tamanho das particulas do gel para contrapor ou
confirmar os resultados obtidos nas imagens do microscdpio pode ser utilizado o equipamento
NanoSight (Figura 3.7) com o NTA (Nanoparticle Tracking Analysis). Essa é uma técnica
relativamente nova para visualizacao rapida, direta e em tempo real das nanoparticulas dispersas

em um liquido.

33



Microscopio

Feixe do laser incidindo
sobre as nanoparticulas

Liguido

Superficie
metalizada

Feixe de laser

(campo aproximado .
de 50 1LIM) Vidro suspensio aquosa

Particulas em

Figura 3.7 - Esquema da andlise NTA [NanoSight].

Baseado em um microscépio Optico com iluminacdo a laser, as nanoparticulas sdo
visualizadas no centro da placa de dispersdo onde as particulas se movimentam de forma
aleatéria (movimento browniano). Um video capta o movimento de cada particula e depois
analisa seu movimento quadro por quadro e o resultado da andlise da velocidade média do
movimento gera como resultado o tamanho das particulas. E possivel fazer contagem de
particulas e verificar concentracdes. Pelo fato de cada particula ser medida isoladamente é
possivel medir o tamanho das particulas e a intensidade relativa da dispersdo de luz de forma
instantanea, permitindo uma melhor resolu¢cdo de amostras com particulas que possuem
diferentes tamanhos ou tipos do que se utilizasse a técnica convencional de difusdo dinamica de
luz (DDL), conhecida também por espectroscopia de correlacdo de fétons. Este equipamento
também quantifica particulas isoladas e aglomeradas.

A amostra foi submetida a andlise NanoSight para verificar o tamanho das particulas
presentes no gel. O aparelho utilizado nesta anélise foi o NanoSight LM20 com faixa de medi¢ao
entre 10nm e 1000nm. A amostra € introduzida no equipamento por meio de uma seringa. Na
sequéncia, o equipamento emite um feixe de laser que incide no material, como as particulas sdao
dispersas no equipamento sobre um fundo preto as particulas acabam por se destacar em forma de
pontos luminosos individuais em movimento Browniano. Os resultados sdo mostrados como um

gréifico de ditribuicdo de frequéncias de tamanho.
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Normalmente o solvente pode ser qualquer um que ndo seja corrosivo, como por exemplo,
a dgua. A saida do Laser € de 40mW em 640 nm e € necessario no minimo 0,3 ml de material. O
método NanoSight baseia-se no movimento browniano que controla os movimentos das
particulas e calcula o coeficiente de difusdo. Para estimar o tamanho das particulas € utilizada a

equacdo de Stokes-Einstein [ BLOEMBERGEN, S.; et.al.; 2010].

3.4 Equacao de Scherrer

Foi aplicada a equacdo de Scherrer associada a difrac@o de raios X para verificar o tamanho

aproximado dos cristalitos das amostras [NAG, M.; et. al.; 2007]. A seguir é apresentada a

Equacido 3.1 que define o tamanho médio do cristalito:

t= 0,91/ Bcos 6 (Equacdo 3.1)

7z

Onde “t” representa o tamanho médio do cristalito. “A” € o comprimento de onda da radiacao
eletromagnética. A varidvel “B” € a largura a meia altura do pico principal de difracdo e “0” é o
angulo de Bragg (angulo de difra¢do). Os parametros de “B” foram corrigidos por meio da

equacdo apresentada a seguir Eq.(2):
B =Bexp — Bl (Equacdo 3.2)

Em que “B oxp” € a largura a meia altura medida e “B i,y € a largura a meia altura padrdo. O
“padrao” geralmente é um monocristal e com o tamanho de cristalito conhecido. Para este cdlculo

€ considerado que o pico da difragcdo de raios X apresenta uma distribui¢ao gaussiana.

3.5 Picnometria

O equipamento picndmetro ultrapyc 1200e Quantachrome foi utilizado na determinacao da

densidade dos scaffolds, onde o gis penetra em duas camaras, sendo uma com o material e a
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outra vazia. Realizaram-se trés medicdes com o objetivo de determinar o volume da amostra e da
camara vazia. Os valores das massas foram obtidos utilizando uma balanca analitica
convencional de laboratério e os valores de volume sdo fornecidos pelo equipamento e utilizados
no cdlculo para obtencdo dos valores de densidade obtidos pelo equipamento que calculou os
resultados com base nos valores de massa fornecidos e os valores de volume obtidos pelo préprio
equipamento. O gds utilizado foi o Hélio e os parametros obtidos estdo na Tabela 3.2 para os
testes iniciais e Tabela 3.3 para os testes finais.

Para os testes iniciais foram utilizados: i) gds hélio seco, ii) foram feitas 3 medidas
consecutivas com a pressdo da camara constante em 18 psig, iii) volume da célula foi de
19,339cc, iv) foi utilizada a camara pequena com o volume de 12,691cc e v) tempo de

preenchimento da camara com o gds foi de 1 min.

Tabela 3.2 — Parametros (testes iniciais) na andlise por picnometria.

Nome Massa (g) Volume geométrico (cc) Temperatura (°C)
Amostra W 0,25 0,164 + 0,001 24,2
Amostra X 0,22 0,169 + 0,001 24.4
Amostra Y 0,69 0,274 £ 0,004 24.0
Amostra Z 0,35 0,207 = 0,001 24.6

Para os testes finais foram utilizados: i) gas hélio seco, ii) foram realizadas 3 medidas
consecutivas com a pressdo da camara constante em 18psig, iii) volume da célula foi de
58,518cc, iv) foi utilizada a camara grande com o volume de 80,829cc e v) tempo de

preenchimento da camara com o gas foi de 1 min.

Tabela 3.3 — Parametros (testes finais) na andlise por picnometria.

Nome Massa (g) Volume médio (cc) Temperatura (°C)
Amostra 1 1,17 0,452 + 0,002 26,4
Amostra 2 1,29 0,498 + 0,003 28,1
Amostra 3 1,94 0,818 0,003 26,2
Amostra 4 0,45 0,207 = 0,004 26,9
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3.6 Ensaio de degradacao

O método deste ensaio segue a Norma ABNT NBR ISO 13781:1998 e ABNT NBR ISO
15814: 2003 e recebe o nome de ensaio de degradacdo acelerado in vitro, onde a temperatura de
processo se mantém em 70°C.

Para a realizacdo do teste foi escolhido o pior caso (Amostra W - esponja calcinada a
725°C) e o melhor caso (Amostra Z — pastilha sinterizada a 1330°C). Considera-se pior caso a
amostra que foi submetida somente a calcinagdo (725°C), pois a amostra sinterizada a 1330°C se
torna mais resistente mecanicamente, além de diminuir a drea superficial das amostras por ndo
conter mais nanoparticulas, gracas a temperatura elevada de sinterizacdo, este fato torna a
estrutura menos susceptivel a degradagao.

As amostras foram submersas em 10ml da solu¢do tampao de fosfato (tampao de Sérensen)
consistindo de dihidrogeno fosfato de potédssio e hidrogeno fosfato dissédico em dgua estéril
bidestilada. Sao duas solucdes:

A) 1/15 mol/l de KH; POy, preparada pela dissolucao de 9,078g KH, PO4 em 1 litro de dgua.
B) 1/15 mol/l de Na,HPOy, preparada pela dissolucdo de 11,876g Na,HPO, " 2H,0 em 1 litro
de 4gua.

O tampao constitui-se de uma mistura de uma fracdo volumétrica de 18,2% da solugdo (A)
e uma fra¢do volumétrica de 81,8% da solucao (B).

Nenhum outro aditivo deve ser utilizado na solug¢do. O valor de pH da solugdo deve ser
mantido em 7,4 + 0,2. A solu¢do antes de ser utilizada apresentou o pH 7,574, valor que
permanece dentro da tolerancia da norma que fica entre 7,2 a 7,6.

Foram feitas 3 amostras de cada material (Amostra W e Amostra Z) para cada grupo. Os
grupos foram: 24h, 7 dias e 14 dias. As amostras foram colocadas em recipientes apropriados e

deixadas na estufa a 70°C.
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3.7 Difracao de raios X (DRX)

A difracdo de raios X ¢ utilizada para identificar as fases cristalinas através de picos
gerados pelo equipamento e os resultados dos materiais sintetizados sdo comparados com o0s
resultados dos materiais comerciais, além de ser possivel consultar a biblioteca JCPDS e
comparar os resultados obtidos com os picos ja padronizados e citados na literatura
[RODRIGUES, L.R., 2008]. Para a andlise da cristalinidade dos materiais foram utilizados o
equipamento Philips X Pert do laboratério central de andlises pertencente a Universidade de
Aveiro e o equipamento DMAX 2200-Rigaku Co — radia¢do Cu-Ka (A= 1,5406), com filtro de Ni
do DEMA-FEM-UNICAMP. O equipamento foi ajustado em 40kV e 30mA.

Nas amostras hidroxiapatita, fosfato tricalcico e scaffolds a difra¢ao de raios X foi realizada
com um passo de 0,02° a cada 2 segundos, em 2 Teta/Teta, sendo estes parametros aplicados em
um intervalo de 20° até 50°, pois € onde se localizam os principais picos da HA, beta-TCP e alfa-

TCP.

3.8 Microtomografia de raios X (Micro-CT)

A microtomografia foi utilizada para verificar a interconectividade dos poros, distribui¢ao,
diametro e qual € a porcentagem total da porosidade em relacdo o volume da estrutura. Com as
imagens geradas pelo microtomoégrafo de raios X (Micro-CT) SKYSCAN 1074 foi possivel criar
modelos 3D que puderam ser cortados e assim visualizar a porosidade interna do material. O
software de captacdo de imagem foi o control skycan 1074. O software de andlise de dados para
geracdo dos graficos foi o CTAn. O software utilizado para criar o modelo 3D foi o ANT.

As andlises das amostras foram divididas em duas partes: pastilhas porosas e esponjas. As
pastilhas porosas utilizaram 1500ms de exposi¢do a radiacao com 40kV, 1000mA e com um
passo de 0,9° a cada avanco. A reconstru¢cdo escolhida foi de 360°. As esponjas utilizaram

1080ms de exposicao a radiacao com 40kV, 1000mA e com um passo de 0,9° a cada avanco.
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O funcionamento do microtomdégrafo de raios-X baseia-se na propriedade dos materiais em
absorver a radiacdo de forma diferenciada dependendo de sua composi¢do quimica e densidade.

A tomografia computadorizada (TC) € uma técnica que permite a visualizacdo de secdes
transversais (cortes internos) de um objeto de forma ndo destrutiva.

Os parametros fisicos para andlise da densidade e a porosidade sdo mapeados pelo
equipamento através da andlise das fatias geradas em forma de figura bidimensionais e quando
juntas se obtém objetos 3D através de algoritmos de computador. Esta técnica € muito utilizada

na engenharia tecidual e na produgdo de préteses através da prototipagem rapida.

3.9 Ensaio mecinico de compressao axial

O ensaio mecanico nas pastilhas porosas e nas esponjas ceramicas foi realizado no
equipamento da marca Hounsfiel test modelo HT400 Pneumatic Grip Controller H localizado na
FEM-UNICAMP. A velocidade de trabalho do equipamento foi de Smm/min. com a célula de
carga de SOOON.

Para o tratamento dos dados obtidos por ensaio mecanico de compressdo axial foi utilizada

a Equacdo 3.3 apresentado a seguir:

Oca=(4 P 10%/(n d) (Equagio 3.3)

Onde “Oca” representa a tensdo de compressdo axial, “P” representa a carga maxima aplicada

medida em Newton e “d” representa o didmetro da pastilha quantificado em “mm”.

O moédulo de Young ou médulo de elasticidade é um parametro mecanico que proporciona
medida de rigidez de um material solido e estd associado com a descricdo de vdrias outras
propriedades mecanicas (tensdo de escoamento, tensdo de ruptura, entre outros). Para obtengdo

dos valores do médulo de elasticidade leva-se em consideragao a deformacgdo especifica sob

carga axial “€” dos corpos de prova (amostras) registrados em “mm”, o modulo de elasticidade é
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(X3

representado por “E” e a “ ¢ ” tensdo de compressao é medida em “Pa”. A equagdo que

representa este cdlculo é a Equacao 3.4.

E=0c/¢ (Equacio 3.4)

Para quantificar o valor da deformacao especifica axial do corpo de prova € aplicado o

calculo utilizando a Equacao 3.5.

¢ = AL / Linicial (Equacao 3.5)
Onde, “AL” € a variagdo do comprimento do corpo de prova e “L” é o comprimento inicial

medido antes do ensaio.

3.10 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

A microscopia eletronica foi utilizada para verificar a morfologia dos scaffolds antes e apds
a cultura celular, porém quando se deseja realizar imagens apds 0 ensaio in vitro € necessario
realizar o procedimento de fixagdo celular.

Para analisar as amostras particuladas foi necessario misturar as nanoparticulas em acetona,
e em seguida a solu¢do foi para o equipamento de ultrassom, com o objetivo de separar as
particulas. S6 depois deste processo, e utilizando uma pipeta de precisdo a amostra foi gotejada
no porta amostra. Depois de o porta amostra estar seco foi realizado o processo de metalizagdao. A
metalizacdo consiste na aplicacdo de um filme de ouro de espessura nanométrica, de forma a nao
interferir na visualizacdo da amostra.

O microscopio eletronico de varredura utilizado foi o Carls Zeiss modelo EVO MA1S5 do

DEMA-FEM-UNICAMP.
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3.11 Espectrometria de energia dispersiva de raios X (EDS)

EDS ou espectrometria de energia dispersiva de raios X é um acessorio acoplado ao
microscopio eletronico de varredura. Quando o feixe de elétrons incide sobre um mineral, os
elétrons mais externos dos atomos € os ions constituintes sdo excitados, mudando de niveis
energéticos. Ao retornarem para sua posicao inicial, liberam a energia adquirida a qual é emitida
em comprimento de onda no espectro de raios X. Um detector instalado na cadmara de vacuo do
MEV mede a energia associada a esse elétron. Os elétrons de um determinado dtomo possuem
energias distintas, por isso € possivel, no ponto de incidéncia do feixe (da ordem de 1 pm)
determinar quais sdo os elementos quimicos presentes no local.

O EDS utilizado foi da marca Oxford e estd acoplado ao microscépio eletronico da marca

Carls Zeiss modelo EVO MA15 do DEMA-FEM-UNICAMP.

3.12 Microscopia eletronica de varredura ambiental (ESEM)

A microscopia eletronica de varredura ambiental (ESEM) € utilizada para andlise de
superficie de amostras ndo-metélicas. A amostra é colocada numa camara com niveis elevados de
pressdo positiva. Este tipo de microscopio electrOnico neutraliza a carga negativa sobre a
superficie da amostra quando o feixe interage com o gas. O tipo de gis pode ser variado de
acordo com a necessidade. Neste tipo de microscopio a metalizacdo da amostra é desnecessaria.
O modelo do equipamento foi FEI Quanta 400 FEG ESEM CEMUP-PT com detector de elétrons

secunddrios para visualizar a estrutura de gel e morfologia das nanoparticulas.

3.13 Microscopia eletronica de transmissao (MET) e espectroscopia por perda de energia de

elétrons (EELS)

Microscopia eletronica de transmissdao (MET) € uma técnica de microscopia na qual um

feixe de elétrons € direcionado a uma amostra ultrafina que se encontra fixa no interior do

equipamento. O feixe direcionado atravessa a amostra e interage com a mesma, formando uma
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imagem que € ampliada e focada em um dispositivo de imagem, podendo ser detectado por uma
camera CCD.

Espectroscopia por perda de energia de elétrons (EELS) € uma técnica que estd vinculada
ao microscopio eletronico de transmissao. O material analisado € exposto a um feixe de elétrons
com uma faixa de energia cinética estreita e conhecida. Os elétrons sofrem espalhamento
ineléstico perdendo energia e por consequéncia tem sua direcdo de espalhamento modificada de
forma aleatéria. As interagdes ineldsticas incluem entre outros fatores a ioniza¢do de camadas
internas, essa ionizacdo € util para a deteccdo dos componentes elementares de um material.
[EGERTON, R.F., 2009] [EGERTON, R.F., 2011].

O equipamento utilizado foi o microscopio eletronico de transmissdo Zeiss CEM-902 com

analisador EELS, pertencente ao IQ-UNICAMP.

3.14 Potencial Zeta

Para realizar a medida de potencial Zeta foi utilizado o equipamento Malvern Zetasizer
modelo Nano ZS equipado com MPT-2 autotitration pertencente ao Instituto Nacional de
Engenharia Biomédica vinculado a Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto. Este
equipamento permite o controle de temperatura entre 10-90°C e possui um laser de 633nm. As
medidas de potencial Zeta sdo realizadas em particulas de 3 nandometros até 10 micrometros.

Os experimentos realizados no laboratdrio (testes iniciais) tiveram o pH das amostras
controlados em aproximadamente 7.

A célula de medicao foi lavada com dgua “miliq”, em seguida a mesma célula de medi¢cao
foi lavada com etanol e por fim foi lavada com dgua “miliq” novamente.

As medidas foram realizadas da seguinte forma:

- Parte opaca da célula de medi¢do deve estar para frente.

- As bolhas de ar influenciam na medicdo, portanto foram retiradas antes do inicio do
processo;

- Deve-se utilizar 750mL cada carga;
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- Tentar estabilizar o equipamento perto de 0 mV antes do inicio, pois as amostras sdo mais
estdveis nestas condigdes;

- A célula de medigdo utilizada foi a DTS 1060C PZ.

3.15 Cultura celular dos testes iniciais

Para a cultura celular foram utilizadas células MG63 e foram cultivadas em meio minimo
essencial Eagle modificado alfa (o - MEM) contendo 10% de soro fetal bovino, 100ug mL" de
penicilina, 10 IU mL™" de estreptomicina, 2,5 ug mL" de fungizona e 50 pg mL"' de 4cido
ascorbico. A incubacdo das células foi realizada em atmosfera umidificada e com 5% de gas
carbonico CO,, a 37°C. Ap6s a subcultura, as células foram lavadas com solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS — Gibco, UK). As células foram retiradas da placa de cultura apés a
aplicacdo da solugdo de tripsina a 37°C durante 5 minutos, e contadas utilizando o equipamento
chamado hemocitémetro. As amostras e o grupo controle (placa de cultura) foram semeados com
a concentracao de 10° célula/cm™. As amostras e 0 grupo controle foram pré-incubados no meio a
37°C por 1h em atmosfera umidificada e 5% de CO,. O meio de cultura foi trocado duas vezes
por semana. O material apds ser semeado foi observado por microscopia confocal de varredura
laser (CLSM), lupa fluorescente e estereoscopio, apds o 2° dia e o 7° dia de cultura

[LARANIJEIRA, M.S; et al.; de 2010].

3.16 Ensaio de viabilidade celular — Norma ISSO 10993-5

Para realizar o teste de viabilidade celular nas amostras dos testes iniciais (Amostras W, X,
Y e Z) foi utilizada a linhagem celular humana de osteossarcoma (MG 63).

Para a visualizacdo das células vidveis nos scaffolds, foi utilizada a técnica de coloragdo
celular chamada MTT. O ensaio de coloragio MTT (Metil Tiazol Tetrazdlio) consiste na

coloragdo da mitocOndria ativa de células vivas. A coloracdo normalmente € em tons de azul
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escuro. Este teste foi utilizado nas células cultivadas até o segundo dia, devido a simplicidade do
processo e o custo mais baixo quando comparado com a coloragdo para a microscopia confocal.
A atividade de desidrogenase mitocondrial de células MG63 vidveis foi determinada
utilizando o substrato 3- (4,5 — dimetiltiazol 2-yl) — 2,5-difenil brometo de tetrazolina) da marca
Sigma. Os sais de tetrazélio sdo reduzidos a formazano e que se acumula no citoplasma das
células vidveis. Para este propésito foi utilizado 10uL da solu¢do de MTT (5mg mL™) e foi
adicionado a placa de cultura 100uL de meio e incubado a 37°C em atmosfera controlada com
5% de CO; por 3h. Os sais de formazan foram dissolvidos com 200uL de dimetilsulféxido e a

absorvancia foi medida a 600nm no leitor de placas [LARANJEIRA, M.S_; et al.; 2010].

3.17 Lupa de fluorescéncia

Com a lupa de fluorescéncia € possivel produzir varias imagens de células luminescentes na
amostra em um curto espaco de tempo, isso € possivel devido a facilidade de obtencdo de
imagem e o dinamismo de operacdo. A finalidade de obter muitas imagens é mapear toda a area
da amostra. Um ponto importante € a possibilidade de visualizar a amostra em um todo, dando
uma ideia geral da distribui¢do das células, porém essa ndo é uma técnica precisa, assim como o
microscépio confocal de fluorescéncia por varredura laser. A lente ocular possui aumento fixo de
10x e as amostras tiveram uma ampliacdo de 2x e 11,25x, gerando um aumento real de 20x e

112,5x respectivamente.

3.18 Microscopia confocal de fluorescéncia por varredura laser

O equipamento microscépio confocal de fluorescéncia por varredura laser pertence ao
Instituto de Biologia Molecular e Celular — (IBMC - Portugal), e o seu funcionamento consiste
em aumentar o contraste da imagem microscopica e construir imagens tridimensionais através da

utilizacdo de um orificio de abertura que permite uma grande definicdo de imagens mais espessas
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que o plano focal. Esta técnica é muito aplicada na obten¢do de amostras vivas e de informacao
computadorizada tridimensional na pesquisa biolégica. Esta técnica foi impulsionada pelo desejo
de se obter uma imagem de eventos biolégicos que ocorrem in vivo.

O principio da microscopia confocal consiste na utilizagdo de compostos quimicos
chamados fluoréforos para produzir a fluorescéncia do material estudado. O uso do fluor6foros
em biologia acontece quando se quer localizar uma érea especifica da amostra ou responder a um
estimulo especifico. Um tipico exemplo de drea especifica na célula € a proteina. Neste trabalho
foram coloridos os filamentos do citoesqueleto celular (verde fluorescente) e as proteinas
nucleares (vermelho fluorescente).

As células foram fixadas com formaldeido a 4% (livre de metanol), permeabilizadas com
0,1% de triton e incubadas em 10 mg mL™ de albumina sérica bovina (BSA) com 100uL mL™"
de RNAse. Filamentos de actina F foram corados com faloidina conjugada com Alexa Flour e os
nicleos foram marcados com 10ug mL" de iodeto de propidio. As amostras foram lavadas com
PBS e cobertas com Vectashield®. O equipamento utilizado foi o da Marca Leica modelo TCS

SP2 AOBS [LARANIJEIRA, M.S; et al.; 2010].

3.19 Procedimento experimental Amostra 1

Ensaio in vitro

Foram utilizadas células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo. As células
mesenquimais foram isoladas pela desagregacdo enzimatica com solucdo de colagenase - 1A do
tecido adiposo epididimal de camundongos (C57BL/6) e cultivadas em meio DMEM - high
gluce (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino (HyClone) e 1% de solugdo de
antibidtico (Gibco). As células foram amplificadas até a passagem 12, e foram semeadas na
Amostra 1. As amostras foram esterilizadas por calor imido (120°C por 20 minutos) e colocadas
uma em cada poco da placa de cultura (placa de 12 pogos). Foram semeadas 150000 células por
poco de cultura e colocadas na incubadora com 5% de CO, a 37° C por 13 dias, com troca do

meio a cada 3 dias (Tabela 3.4).
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Ap6s o tempo de cultivo, as amostras foram retiradas das placas, fixadas com formol 4%
em solucao salina (0,9%), congeladas e liofilizadas. As amostras com as células foram guardadas
apos a liofilizagdo a 4°C até a anélise por microscopia eletronica de varredura (MEV).

O material de controle foi a propria placa de cultura.

Tabela 3.4 - Descri¢do dos grupos e andlises realizadas na Amostra 1- teste in vitro.

Grupos Material segl;lgrillgrl: z)?gias) Analises lil’::)z:a(:e
Experimental Amostra 1 13 Lupa, MEV 3
Controle Placa de cultura 13 Lupa, MEV 3
Total de amostras 6

3.20 Procedimento experimental Amostra 2

Ensaio in vitro

Foram utilizadas células tronco mesenquimais, extraida da polpa dentdria de dentes
deciduos (denticdo infantil) [SUK-JU, H.; et. al.; 2005] [RAPOSO-AMARAL, C.E.; et. al.; 2010]
[BUENO, D.F; et. al.; 2011].

Para obter células-tronco da polpa dentdria de dentes deciduos foi obtida a aprovacdo do
Instituto de Biociéncias de Etica em Pesquisa (Protocolo 037/2005).

Cultura de células tronco mesenquimais obtidas a partir de DPSC (DPSC - dental pulp stem
cell ou célula mesenquimal da polpa dentdria) de dentes deciduos foram estabelecidas de acordo
com protocolos publicados [BUENO, D.F.; et, al.; 2011]. As células foram cultivadas a 37°C
com CO; a 5% em DMEM-FI12 (Invitrogen, UK) suplementado com 15% de soro fetal bovino
(FBS, HyClone, EUA) e congelados em FBS 40% para o armazenamento. As células foram
descongeladas e cultivadas com até 80% de confluéncia em um frasco de 75 cm’ e submetidos a
privacdo de soro (12 h) antes da extracdo do RNA. Todos os experimentos foram realizados com

células entre a subcultura 4 e 8.
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As MSCs extraidas do tecido pulpar de dentes deciduos, j& demostraram a sua capacidade
de diferenciacdo em tecidos: Osseo, cartilaginoso, muscular e adiposo, comprovado em testes in

vitro [BUENO, D.F; et. al.; 2007] [COSTA, A.M.; et. al.; 2008].

Ensaio in vivo

Os testes com animais foram realizados em ratos da linhagem Wistar, nos quais foram
realizados dois defeitos 6sseos na regido da calota craniana um para o scaffold sem células tronco
e um para o scaffold com células tronco.

Na literatura € possivel encontrar estudos que comprovaram que apds um meés de pos-

L. . .. 2 - . ¢
operatorio o defeito original de 28mm™ ndo curou, portanto conclui-se que esse tempo é adequado
para verificar as possiveis melhorias causadas na regeneragdo 6ssea apds a utilizagdo de células
tronco mesenquimais [BUENO, D.F_; et. al.; 2005].

A Tabela 3.5 mostra os parametros adotados para o ensaio in vivo da Amostra 2.

Tabela 3.5 - Descri¢do dos grupos e andlises realizadas na Amostra 2 - teste in vivo.

Grupos Materiais rI.‘empo de . Analises Nun.lero. de
seguimento (dias) animais
Experimental Amostra 2 com . . 5
P células MSCs >6 Histologia esquerdo
Controle Amos/tra 2 sem 56 Histologia . 5.
células direito
Total de amostras 10

Animais

Cinco ratos Wistar foram obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
na Area da Ciéncia de Animais de Laboratério (CEMIB) e foram mantidos em gaiolas
individuais, com comida e dgua ad libitum com temperatura controlada. Os experimentos foram

aprovados pelo Comité de Etica no uso de Animais (CEUA/UNICAMP — Protocolo: 2482-1).
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Procedimento Ciriirgico

Os animais foram anestesiados com injec@o intramuscular de ketamina (85 mg/kg; im) e
xilazina (12 mg/kg; im). O pélo foi raspado e foi realizada uma incisao mediana (20 mm) na pele
ao longo da sutura sagital. A musculatura e o peridsteo foram rebatidos expondo o osso parietal.

Dois defeitos dsseos foram criados na calvaria dos ratos, e para criar esses defeitos foi
utilizada uma trefina de 5,0 mm de didmetro.

Os implantes (Amostra 2) foram inseridos nos defeitos criados. No lado esquerdo foi
colocado o scaffold cultivado com células tronco mesenquimais, € no grupo controle pareado, foi
inserido apenas o scaffold sem células. Apds a cirurgia a musculatura e o peridsteo foram
reposicionados. No pds-operatério foi utilizado analgésico Dipirona via oral (vo) (500 mg/ml;
vo), para o periodo subsequente de 24 horas. Todos os animais foram monitorados e alimentados

ad libitum.

Procedimento histologico

Os animais foram anestesiados e sacrificados por deslocamento cervical, apds 8 semanas do
inicio dos testes. Os discos de implantes foram colhidos e fixados em formalina a 10%,
descalcificados, desidratados e embebidos em parafina. Foram obtidos cortes histolégicos de 5
micrometros de espessura e corados com hematoxilina e eosina. A biocompatibilidade do
implante HA foi quantificada pela gravidade da capsula de fibrose, reacdo de corpo estranho e
processo inflamatério inespecifico. As propriedades de osteoconducdo foram determinadas pela

capacidade de regeneragdo Ossea.

Detalhamento de alguns tépicos:

Comida e agua ad libitum: significa que eles tiveram comida e d4gua a vontade.

Injecao intramuscular de ketamina (85 mg/kg; im): efeito de Anestesia/sedacdo e
Analgesia. O “im” quer dizer que foi introduzido via intramuscular. E “vo” quer dizer via oral.

Xilazina (12 mg/kg; im): efeito de sedagdo, relaxamento muscular e analgesia. A Xilazina

foi utilizada associada a anestésicos (Ketamina) para a obtencao de anestesia cirdrgica.
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Formalina a 10%: usado para fixar o material e evitar a autdlise, preservando assim o
tecido.

Descalcificados: para andlise adequada o osso foi descalcificado para deixar o tecido
menos duro e assim facilitar os cortes histolégicos.

Desidratados: ¢ uma sequéncia de lavagens com etanol comeg¢ando com 50% até atingir a
concentracdo de 100% de etanol, passando depois para o xilol. Isto é feito porque é necessario
introduzir o material na parafina para fazer os cortes, e a parafina nao se mistura com a agua, o
processo € necessario, ja que toda a dgua deve ser retirada do material, antes de ser incluido em
parafina.

Embebidos em parafina: material é colocado em parafina para a realizacdo do corte
histolégico.

Hematoxilina e eosina: O material cortado € corado com hematoxilina e depois € passado
na eosina para diferenciar as estruturas do tecido. Hematoxilina é um sal neutro e é considerado
um corante basico e tem o potencial de corar o nicleo de modo baséfilo (de cor azul a roxo) e foi
utilizado para colorir os componentes acidos dos tecidos. A eosina (baséfila) é um corante 4cido
e cora os elementos basicos da proteina do citoplasma de maneira acidéfila. A eosina é um
corante sintético e produz uma coloracio vermelha.

Neste processo de coloragcdo os dcidos nucléicos presentes no niucleo sdo corados pela
hematoxilina, dando ao ndcleo um tom azul, j4 a eosina € atraida pelos elementos bdsicos da

proteina do citoplasma das células, corando-o de cor vermelha.

3.21 Procedimento experimental Amostra 3

Ensaio in vitro

O procedimento experimental para o ensaio in vitro utilizado para esta amostra, foi o
mesmo utilizado no item 3.19 que € o procedimento experimental da Amostra 1.

Foram utilizadas células tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo e semeadas nos

scaffolds por 13 dias (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6 - Descri¢do dos grupos e andlises realizadas na Amostra 3 - teste in vitro.

Grupos Material segurl;rerlllelrl:t(:)(tfiias) Analises lil’;::)eslt':aie
Experimental Amostra 3 13 Lupa, MEV 3
Controle Placa de cultura 13 Lupa, MEV 3
Total de amostras 6

3.22 Procedimento experimental Amostra 4

Ensaio in vitro

Foram utilizadas células VERO, uma linhagem celular do tipo fibroblastos recomendadas
para testes de citotoxicidade, obtidas junto ao Instituto Adolfo Lutz, Sao Paulo — SP (ISO-10993,
1993).

As células foram cultivadas em meio Ham F10 (Nutricel) suplementado com 10% de Soro

Fetal Bovino (SFB, Gibco) a 37°C com 5% de CO, na atmosfera.

Métodos:

Os extratos dos materiais analisados foram obtidos através da incubacgdo destes em placa de
cultura de 24 pocos na propor¢do de 0,2g de material por ml de meio DMEM com 10% SFB a
37°C por 48 horas sem agita¢do. Decorrido o periodo de incubagao o meio foi utilizado no cultivo
das células Vero, permitindo desta forma, avaliar a possivel liberagao de substincias téxicas no
meio de cultura. O teste de citotoxicidade indireta e extracido dos extratos foram feitas de acordo
com as recomendacdes internacionais [ISO-10993-5, 1992] [ISO-10993, 1997] [NBR-ISO10993,
1999] [SJOGREN,G.; et. al; 2000].
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Avaliacdo da citotoxidade direta

A citotoxicidade direta é a medida obtida pelo contato direto do material com a cultura de
células [ESTACIA, P.; et.al.; 2004]. Para avaliacdo da citotoxicidade direta foi adotado o teste de
viabilidade celular pelo método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil
tetrazolium). Foi inoculada uma suspensao de células Vero na concentracio de 3x10° células por
mililitro de meio de cultura em placa de cultura de 96 pogos (Corning Costar Corporation,
Cambridge, MA, USA). Apo6s a inoculagdo celular os materiais foram adicionados nos pocos
(n=5) e mantidos em contato direto com as células por 24 horas a 37°C [ISO-10993-5, 1992]
[ISO-10993, 1997] [NBR-ISO10993, 1999] [SJOGREN, G et. al.; 2000].

Foi utilizada como controle positivo de toxidade (CPT) uma solu¢do de meio Ham F10
com 10% SFB e 10% de fenol e como controle negativo de toxidade (CNT) o extrato de
poliestireno (placa de cultura).

Decorrido o periodo de incubagdo o meio de cultura foi retirado e os pogos foram lavados
com 200 pl de solucdo tampao fosfato salino (phosphate buffered saline, PBS). Apos este
procedimento foi adicionado 200 pl de meio Ham F10 com 10mM de tampao Hepes e 50 ul
MTT Sigma (5 pg por mililitro de PBS) e a placa de cultura foi incubada no escuro por 4 horas a
37°C. Apdés o periodo de incubagdo o meio com o MTT foi substituido por 200 ul de
dimetilsulf6xido (DMSO) e a placa foi mantida em agita¢do por 30 minutos.

Foi feita leitura da absorbincia em leitor de microplacas (microplate reader DNM 9602,
Beijing Perlong New Technology Co, Ltd.) em comprimento de onda de 540 nm. Foram
utilizados como controle de reacdo pocos onde nio houve o cultivo de células (branco), nos quais

foram adicionados os mesmos reagentes descritos anteriormente.

Avaliacdo da citotoxidade Indireta

O ensaio de citotoxicidade indireta as células entram em contato apenas com elementos
soliveis que podem ser eliminados pelo material [ESTACIA, P.; et.al.; 2004]. Para o teste de
viabilidade celular pelo método do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil
tetrazolium) foi inoculada uma suspensao celular na concentracdo de 3x10° células/ml em placa

de cultura de 96 pocos (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, USA) e cultivada por 24
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horas a 37°C.

Ap6s o periodo de incubagdo de 24 horas, o meio de cultura contido na placa foi substituido
pelo extrato dos materiais. Como controle positivo de toxidade (CPT) foi utilizada uma solugao
de meio DMEM com 10% SFB e 10% de Fenol e como controle negativo de toxidade (CNT) foi
utilizado o extrato de poliestireno.

Decorrido o periodo de cultivo de 24 horas o extrato dos materiais foi retirado € os pocos
foram lavados com 200ul de phosphater buffered saline (PBS). Apo6s este procedimento foi
adicionado 200ul de meio DMEM com 10mM de tampao Hepes e 50ul MTT Sigma (Sug/ml em
PBS) e a placa de cultura foi incubada no escuro por 4 horas a 37°C. Decorrido este periodo o
meio com MTT foi substituido por 200ul de DMSO e a placa foi mantida em agitacdo por 30
minutos.

Foi feita leitura da absorbancia em leitor de microplacas em comprimento de onda de
540nm. Foram utilizados como controle de reacdo pogos onde nao houve o cultivo de células

(branco), nos quais foram adicionados os mesmos reagentes descritos anteriormente.

Ensaio in vivo

Foram obtidas células tronco mesenquimais (MSCs) derivadas de tecido adiposo humano
(MSC/TA) doado por pacientes submetidos a cirurgia plastica no Hospital das Clinicas da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), os quais assinaram o “termo de consentimento
livre e esclarecido” e concordaram com a doac¢@o. Os procedimentos adotados foram aprovados
pelo comité de ética em pesquisa da UNICAMP (processo CEP n° 0226.0146.000-08).

O tecido adiposo obtido por lipoaspira¢do foi lavado com solugdo tampao fosfato salino
(phosphate buffered saline, PBS) para remover o tecido conjuntivo e as hemdcias presentes. Foi
adicionado a cada 10g de tecido adiposo depositado em tubo falcon de 50 ml o tampao de
digestdo composto por 20 mg de colagenase tipo 1A, 200 mg de albumina sérica bovina (do
inglés: bovine serum albumin, BSA), 20ml de meio DMEM com baixa concentracio de glicose
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium Low Glucose, DMEM-LG) e 10ul de gentamicina. Em
seguida o tubo foi mantido em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Apds a digestao completa do
tecido adiposo, a reacdo foi interrompida com 10 ml de soro fetal bovino (SFB) e imediatamente

centrifugada por 15 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi desprezado e o pellet re-suspenso
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em 10 ml de DMEM-LG com 10% de SFB. Apds 24 horas de cultivo, o meio de cultura foi

trocado a cada 3 dias até as células aderidas ao plastico atingirem a confluéncia de 70 a 80% da

superficie da garrafa de cultura, quando eram submetidas a subcultura por meio da adi¢do de uma

solucdo de tripsina a 0,05% e ImM de 4cido etilenodiamino tetracético (EDTA) e as células

expandidas até a 4* passagem.

Descricdo dos grupos e andlises que foram realizadas nos testes in vivo

Os grupos experimentais, os nimero de animais operados, e as andlises realizadas para o

testes sem células e com células tronco mesenquimais, encontram-se descritos na Tabela 3.7. Os

scaffolds foram esterilizados por calor imido em autoclave.

Tabela 3.7 - Descri¢cao dos grupos e andlises realizadas na Amostra 4 (teste in vivo) sem células e

com células tronco mesenquimais.

Tempo de

Numero de animais/

Grupos Materiais seguimento (dias) Analises amostras obtidas
Experimental TOSTA4SEM 5451630 Lupa, RX, MEV 28/ (56)
células

Controle Defeito vazio 7,14,21 e 30 Lupa, RX, MEV 28/ (56)
Experimental MOS8 4COM 5451630 Lupa, RX, MEV 28/ (56)

xpermmentat - <lulas MSCs S upa, KA,

Defeito com
Controle células MSCs 7,14,21 e 30 Lupa, RX, MEV 28/ (56)
Total de animais/ amostras 112/ (224)
Animais

Foram utilizados 112 ratos machos brancos da linhagem Wistar fornecidos pelo Centro

Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da UNICAMP, com 12 semanas de idade

e peso aproximado de 330 gramas.
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Procedimento cirirgico

Em decubito dorsal, com os membros posteriores em abdugdo foi feita uma incisdo de
aproximadamente um centimetro na regido proximal da tibia para a exposicao do platd medial da
tibia (Figura 3.8 A-B). Em seguida foi provocado um defeito com auxilio de furadeira de baixa
rotag¢do e broca helicoidal de 3,2 mm de didmetro com limitador de 1 mm de profundidade, foi
produzido um defeito ¢sseo critico (Figura 3.8 C-D).

No grupo experimental foram implantados nos defeitos Osseos criticos a Amostra 4
demostrado na Figura 3.8 E. J4 no grupo controle (GC) os defeitos permaneceram vazios. Apds o

implante a pele foi suturada com pontos separados (Figura 3.8 F).

Figura 3.8 - Procedimento cirtrgico (Amostra 4): A) Incisdo de aproximadamente 1 cm; B) Exposi¢do do
platd medial da tibia; C) Perfuracdo com furadeira de baixa rotagdo; D) Defeito 6sseo de tamanho critico;
E) Defeito 6sseo com a Amostra 4 implantada; F) Sutura da pele com pontos separados.
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Todos os procedimentos experimentais foram realizados segundo normas propostas pelo
Comité Brasileiro de Protecio Animal e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal (CEEA) do Instituto de Biologia (IB) da UNICAMP, protocolo n° 1768-1.

Os animais foram anestesiados via endovenosa caudal com tiopental sodico na
concentracdo de 25mg/100g por peso do animal. Foi feita a tricotomia e assepsia com solu¢do
alcodlica de iodo dos membros posteriores direito e esquerdo.

Durante as primeiras 48 horas foi administrada aos animais uma solucdo analgésica de
paracetamol® 25mg/kg/l diluida em dgua. Os animais foram mantidos em gaiolas convencionais
com maravalha, dgua e racdo industrializada, onde foi permitido apoio imediato dos membros
posteriores. As gaiolas foram acondicionadas em drea restrita a animais em experimentagdo no

Biotério do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental (NMCE) da FCM-UNICAMP.

Sacrificio

Ap6s o periodo de seguimento os animais foram pesados e submetidos a eutandsia por
meio do aprofundamento do anestésico tiopental sédico, via endovenosa caudal. Para retirada das
tibias foram desarticuladas as regides proximal e distal com auxilio de bisturi.

Todos os espécimes obtidos (n= 224) foram colocados em solucdo fisiologica em
temperatura ambiente e imediatamente observados e fotografados em estereomicroscopio Leica

MZ 7.5 com objetivas de 10x.

Microscopia eletronica de varredura para andlise das células MSCs aderidas

As imagens das células aderidas nos scaffolds (Amostra 4) foram obtidas utilizando o
microscépio eletronico de varredura da marca Carls Zeiss modelo EVO MA15 do DEMA-FEM-
UNICAMP.

Para a visualizagdo das células aderidas ao scaffold foi necessario aplicar a técnica de
fixacdo celular nas amostras. Para a fixacdo celular foi utilizado glutaraldeido, e apds 2h elas
foram lavadas 3X com PBS gelado por um periodo de 15 minutos cada lavagem. Apds as
amostras terem sido lavadas os pogos da placa de cultura foram preenchidos com uma solugdo de

tetr6xido de 6smio a 1%, a placa de cultura foi embrulhada com folhas de alumino e deixada na
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geladeira por 15 minutos. A solu¢do de 6smio foi retirada e as amostras foram lavadas 3X
utilizando 4gua purificada (osmose reversa) por um periodo de 10 minutos cada lavagem.

Depois da etapa de fixacao foi feita a desidratacdo em etanol seguindo alguns estagios: i)
Solugdo 50% por 15 minutos; ii) Solucdo 60% por 15 minutos; iii) Solu¢do 70% por 15 minutos;
1v) Solucdo 80% por 15 minutos; v) Solucdo 90% por 15 minutos; vi) Solu¢do 95% por 15

minutos; e vii) Etanol 100% por 15 minutos. As amostras foram secas e metalizadas.

Avaliagcdo macroscopica por estereomicroscopio (lupa)

Logo apds o sacrificio todas as tibias obtidas foram observados e fotografadas com
objetivas de 8x e 10x em estereomicroscopio Leica. As imagens obtidas foram processadas em
programa especifico para aquisi¢ao de imagens (Software Auto-Montage Pro Syncroscopy).

Os parametros considerados para avaliagdo macroscopica foram aspectos da coloracao dos
tecidos adjacentes ao defeito dsseo, aspecto superficial dos implantes tais como: posicionamento,

possiveis sinais de liberag¢do de particulas e adesao de tecido neoformado.

Andlise radiogrdfica dos defeitos osseos

As imagens dos defeitos dsseos foram obtidas por meio de equipamento de radiografia
Hamamatsu X-Ray Microfocus L-918-0 disponivel no Departamento de Fisica da Matéria
Condensada - Grupo de Cristalografia Aplicada e raios X (GCARX), localizado no Instituto de
Fisica “Gleb Wataghin” da UNICAMP. As tibias foram posicionadas a uma distancia de 5 cm da
fonte de emissdo de raios X. Foi adotada a seguinte resolucio para obtencao das imagens: energia

do feixe de 40kV, corrente de 40u A por tempo de exposi¢ao de 12s.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Analise de rastreamento de nanoparticulas (NTA)

Com o NTA foi possivel quantificar o tamanho dos aglomerados de nanoparticulas
presentes no gel de hidroxiapatita. Optou-se em verificar o tamanho das particulas antes do
tratamento térmico, pois altas temperaturas interferem na morfologia das particulas.

A viscosidade absoluta da amostra analisada ndo permitiu as particulas terem movimento
Browniano, por este motivo foi necessario realizar uma dilui¢do de 500 vezes em dgua pura (18M

Ohm). Os resultados foram apresentados na Figura 4.1.

(a) (b)
Figura 4.1 - (a) Grifico com a distribuicdo do tamanho das particulas presentes no gel. (b)
Particulas dispersas (quadro representa 100x80 um).

Ap6s a diluicdo o sistema foi polidisperso e aparentemente a estrutura do gel foi desfeita,
porém as particulas acabaram por se aglomerar. O resultado obtido do tamanho dos aglomerados

das particulas foi de aproximadamente 150 nm.
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4.2 Fluorescéncia de raios X (FRX)

Com a fluorescéncia de raios X foi possivel identificar e semiquantificar os elementos que
contaminam as amostras durante o processo, alguns podem estar presentes na dgua e outros nos
proprios reagentes. Os resultados obtidos estdao na Tabela 4.1.

Pequenas quantidades de impurezas como o cloro (Cl), ferro (Fe) e sodio (Na) estdo
presentes no acido fosférico. Na sacarose foram encontradas pequenas quantidades de impurezas
como cloro (Cl), ferro (Fe) e enxofre (S). O nitrato de célcio tetrahidratado apresentou pequenas
quantidades de impurezas como: cloro (Cl), bario (Ba), magnésio (Mg) e enxofre (S).

A 4gua segundo dados da SANASA - Etas Il e IV — Bardo Geraldo possui um grande
volume de impurezas [SANASA, 2012], por isso ndo serd possivel citd-las aqui, porém a dgua
utilizada no laboratério passa pelo equipamento de osmose reversa retirando quase por completo
0s sais e impurezas presentes na dgua. Portanto, € possivel deduzir que as impurezas presentes no
material e que ndo estdo contidas nos reagentes vieram dos resquicios de impurezas presentes na

agua.

Tabela 4.1 - Andlise semiquantitativa das amostras sintetizada e comercial (Fluidinova). Valores
referentes a (%) em massa. A precisdo do equipamento € de até 10,

Hidroxiapatita Beta-Fosfato Tricalcico  norma ASTM
Impurezas - - - - - - F1185-03
Comercial Sintetizada Comercial Sintetizada

K 0,049 ald 0,256 ald X
Na 0,011 0,018 0,171 0,011 X

Sr 0,007 0,028 0,012 0,018 X

S 0,021 0,007 0,012 0,006 X

Ni 0,006 ald 0,005 0,003 X

Fe ald 0,004 ald ald X

Cl ald 0,028 ald ald X

Al ald ald ald 0,005 X
Zr ald ald ald 0,006 X
As ald ald ald ald 0,0003
Cd ald ald ald ald 0,0005
Hg ald ald ald ald 0,0005
Pb ald ald ald ald 0,0030

ald: abaixo do limite de deteccao.
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Os resultados de fluorescéncia demonstraram que nenhum material aplicado neste trabalho
apresentou elementos quimicos considerados perigosos para aplicacio como biomaterial,
segundo a norma ASTM F1185-03.

Quando se compara a hidroxiapatita comercial com a hidroxiapatita sintetizada pode-se
dizer que ambos apresentaram 5 elementos de contaminacdo. O material comercial apresentou o
K, Na, Sr, S e Ni, ja a hidroxiapatita sintetizada apresentou o Na, Sr, S, Fe e Cl. A HA comercial
apresentou valores superiores de K, S e Ni, ja a HA sintetizada apresentou valores superiores de
Sr, Fe, e Cl, porém CI esta presente nos trés reagentes e Fe estd presente na sacarose e no acido
fosférico.

O fosfato tricdlcico comercial foi comparado com o fosfato tricédlcico sintetizado e podemos
dizer que o TCP comercial apresentou 5 elementos de contaminacdo e o TCP sintetizado
apresentou 6 elementos de contaminac¢do. O TCP comercial apresentou nas andlises K, Na, Sr, S
e Ni, porém os valores de K e Na foram altos quando comparados ao TCP sintetizado, além
disso, o S e o Ni também apresentaram valores maiores que o TCP sintetizado, porém em
quantidades minimas. O TCP sintetizado apresentou em suas andlises Na, Sr, S, Ni, Al e Zr. Dos
elementos contidos na amostra apenas trés (Sr, Al e Zr) foram em quantidades superiores ao TCP
comercial, porém em quantidades minimas.

Em geral pode-se dizer que, em quantidade de elementos contaminantes para aplicacdo

como biomateriais, todos os materiais apresentaram resultados dentro da norma.

4.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A presenca da banda em 630 cm” e em 3570 cm é relacionada com a presenca de
hidroxiapatita [GAN, L., et al., 2004]. Banda presente no intervalo de 1440-1400 cm! € indicio
da presenga da vibracdo do grupo (CO3)?, que caracteriza hidroxiapatita carbonatada. Na rede
apatita existem dois tipos de substitui¢des para fon de (CO3)>, a tipo A que substitui fons (OH)™ e

a tipo B que substitui o fon (PO4)3' [LEGEROS, R.Z., et al., 2002].
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A Tabela 4.2 mostra as frequéncias de absor¢do no infravermelho caracteristicas dos
fosfatos de cdlcio, obtidas na literatura e no experimento [LEGEROS, R.Z., et al., 2002] [GAN,
L., et al., 2004] [LARANJEIRA, M.S.; et al.; 2010].

Tabela 4.2 - Frequéncias de absor¢ao no infravermelho encontrados nos fosfatos de célcio.

Modos de vibracao (estiramento) Numero de onda (cm'l)
PO, 472,497, 503, 560, 603, 800, 824, 875, 960-1100
CO5* 730, 1188, 1370, 1400-1450
OH" 630, 700, 1640, 3200-3600
NO;3~ 1370
P=0 1212
HPO,” 2000-2500

FTIR - Gel HA sem sacarose

A Figura 4.2 mostrou as bandas de absosor¢do do gel de hidroxiapatita onde foi possivel
encontrar os grupos (PO4)* e (OH) que estdo presentes na hidroxiapatita e na fase mineral do
tecido 6sseo. No gel também foram encontradas as bandas de absorcdo dos ions de (NOs) e
(HPO,)* que estdo relacionados com a utilizagio de nitrato de célcio e écido fosférico
respectivamente para a sintese do gel. A banda de absor¢dao (OH) também esta relacionada ao

gel, pois o processo de sintese envolve dgua H,0, além da hidroxiapatita também conter {ons de

hidroxila em sua estrutura.

9
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Figura 4.2 - FTIR do gel da hidroxiapatita sem sacarose.
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O espectro de FTIR presente na Figura 4.2 revela as bandas de fosfato (PO4)* em 497, 824,
1002 cm™. A grande banda de absorcdo em 3400 cm’ representa a dgua (hidroxila - OH") contida
na amostra, € além desta banda foi detectada outra banda de hidroxila em 1640 cm’'. A banda de
absorcdo do grupo P=0 estd registrada em 1212 cm™. A banda de grupamento hidrogenofosfato
(HPO,)* correspondem a posi¢do entre 2376 cm™. A banda de absor¢do do fon nitrato (NO3)

estd presente na posicdo 1370 cm ™.

FTIR — Nanoparticulas comerciais e sintetizadas

O mineral fésforo ndo € encontrado de forma livre na natureza, ele € encontrado de forma
estavel como fon ortofosfato (PO4)3'.

Os ortofosfatos de célcio sdo sais de acido fosférico tribasico H3PO, (reagente utilizado na
sintese de HA e B—TCP), que podem formar compostos que contém os fons (H,PO4)’, (HPO4)2'
ou (PO4)3'. Os fosfatos que contém os fons (HPO4)2' e (PO4)3', geralmente constituem a fase
mineral de fosfatos de célcio biologicamente importantes como, por exemplo, 0s 0ssos, os dentes
e também em vadrias calcificagdes patoldgicas, enquanto que aqueles apenas com fons (HyPOy)
normalmente ndo sdo encontrados em condi¢des fisioldgicas, mas sao comercialmente
importantes como em componentes de fertilizantes [OLIVEIRA, S.V; et al.; 2009].

A presenca dos grupamentos (PO,)° e (OH) foi confirmado por espectros obtidos por
FTIR (Figura 4.3) em todos os materiais, tanto 0os comerciais quanto os sintetizados no
LABIOMEC-DEMA-FEM-UNICAMP.

O espectro de FTIR revelou as bandas de fosfato (PO4)3' em 472, 503, 560, 603, 800, 875,
962, 1034 e 1089 cm’, e as bandas de hidroxila (OH) foram detectadas em 3570 cm’! em todas
as amostras € em 700 cm™' nas amostras B-TCP comercial, HA comercial e HA sintetizada
(Figura 4.3). As grandes bandas presentes em 3200 a 3600 cm™ sdo de dgua (H,O) adsorvida
sobre os materiais. As bandas do grupo carbonato (C03)2' estdo registradas em 1450, 1370, 1188
e 730 cm™. As bandas de grupamento hidrogenofosfato (HPO,)* correspondem 2 posicdo entre
2500 e 2000 cm.

As amostras apresentaram picos referentes ao grupo carbonato, fato que se deve a uma

possivel adsorcdo de fons (COs)* a partir da atmosfera. A tendéncia é que o grupo (CO3)*
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desapareca apds a sinterizagdo, por isso, acredita-se que esses grupos tem origem a partir do CO,

presente no ar atmosférico [LARANIJEIRA, M.S.; et al.; 2010].

HA sintetizada co.” —m
g 2
OH- (H,0) HPO, ) ° ®|ro’—@-
co,
HA comercial OH- — A
3
o) -
% B-TCP comercial
lg %
7] .
| =
[
'— |
OH-
B-TCP sintetizada ®
1 I 2. \ /
OH- HPO, o2 o ® o
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 400

Namero da onda (cm-1)

Figura 4.3 — FTIR das amostras HA e B-TCP comerciais ¢ HA e B-TCP sintetizadas no
laboratério (LABIOMEC).

4.4 Microscopia eletronica de transmissao e espectroscopia por perda de energia de elétrons
(MET e EELS)

A Figura 4.4 mostrou os resultados obtidos por microscopia eletronica de transmissao
(MET) e espectroscopia por perda de energia de elétrons (EELS), onde é possivel visualizar a
distribuicao de varios nanocristais com aproximadamente 50 nm de comprimento e 12 nm de

largura, como é mostrado no detalhe.
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Segundo a literatura, as bordas Ls; e L, do cdlcio obtidas por EELS sdo representadas na
Figura 4.4 e indicam a perda de energia na regido entre 340 a 360 eV referentes a amostra gel
HA. As bordas L3, obtidas sdo caracteristicas de fosfatos de célcio (Ca/P) [SZ-CHIAN, L.; et al.;
2004].

Intensidade (u.a.)

e e . — EELS

335 340 345 350 355 360
Perda de energia (eV)

L]

-

K

»
% e - .

Figura 4.4 — Andlise por MET e EELS do gel de HA sem sacarose. Detalhe MET: Tamanho de
uma nanoparticula. Detalhe EELS: Detec¢ao de componente elementar da amostra.

A técnica EELS ¢ indicada para medir a perda de energia abaixo de 2 keV e permite
analisar as bordas L de calcio. Seguindo regras de selecao de dipolos o espectro das bordas L3 e

L,, onde L3 representa a transicdo do nivel eletronico 2p3/ 2 para o nivel 3d*? 3d"%e L, representa
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a transi¢do eletronica do nivel 2p1/ 2 para o nivel 3d*? [SZ-CHIAN, L.; et al.; 2004]. A contagem
de excitacdo das bordas L3 e L, com variacdo de perda de energia de 340-360 eV [SZ-CHIAN,
L.; et al.; 2004] foi demostrado na Figura 4.4. Segundo o atlas EELS [AHN, C.C.; et al.; 1983] o
elemento célcio (Ca) possui a borda L, 3 e tem perda de energia em 346,4 eV.

A Figura 4.5 mostra a andlise do gel HA por microscopia eletronica de transmissao com um
aumento maior do que a da Figura 4.4 que foi utilizada também para andlise EELS. A alta
resolucdo da imagem permitiu realizar um aumento maior e assim verificar a presenga de
nanocristais com aproximadamente 20 nm (Figura 4.5a) e nanoparticulas com aproximadamente
5 nm (Figura 4.5b). Com esta andlise foi possivel quantificar aproximadamente o tamanho inicial
das particulas antes de ser realizado o tratamento térmico de calcinacdo, que modifica o tamanho

das particulas.

-5 nm
"r;;-;*-'?j {
| e W 2 (V1 Y
B ~ 5nm

(a) (b)
Figura 4.5 — Anélise por MET das nanoparticulas presentes no gel de HA sem sacarose.
(a) Nanocristal de 20 nm. (b) Nanoparticulas aparentemente esféricas com ~ 5 nm.

A Figura 4.6 mostrou os resultados obtidos por MET e EELS da amostra gel HA com
sacarose onde foi possivel verificar a presenca de muitos nanocristais em forma de agulhas que é
a morfologia caracteristica dos fosfatos de cdlcio. Também foi possivel verificar a presenca de
nanoparticulas de aproximadamente 5 nm, e deduzimos que este é o tamanho inicial das
nanoparticulas presentes no gel no inicio do processo e conforme a solugdo se torna mais viscosa

z.

as particulas que ndo estdo isoladas pelo gel se juntam formando nanocristais maiores. E
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importante salientar que a sacarose introduzida no processo isolou as particulas, e desta forma
acabou evitando que elas se agrupassem.
A andlise EELS comprovou a presenga de cdlcio nas amostras por conter as bandas L3 e L,

de perda de energia na regido entre 340 e 360 eV [AHN, C.C.; et al.; 1983].

— EELS

Intensidade (u.a.)

345 350 355 360

Perda de energia (eV)

g

Figura 4.6 - Andlise MET e EELS da amostra gel de HA com sacarose. Detalhe MET:
nanoparticulas com ~ 10 nm de espessura e esferas com ~ 5 nm de didmetro. Detalhe EELS:
bordas L5 e L, caracteristicas do calcio.

Na Figura 4.7 foram apresentados os resultados de MET da amostra gel TCP com sacarose
e foi possivel verificar que as nanoparticulas estdo muito concentradas (Figura 4.7a), porém estao
isoladas. Comparando o tamanho das particulas com as escalas presentes na figura, foi possivel
verificar que o tamanho aproximado das particulas (ou aglomerados) € de 50 nm. Na Figura 4.7b
foram apresentadas nanoparticulas envolvidas por uma espécie de filme fino de sacarose. A
sacarose foi introduzida no gel de TCP durante a sintese das particulas. Com as imagens da

Figura 4.7b foi possivel fazer uma estimativa da espessura das agulhas formadas (de 20 a 45 nm).
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(b)

Figura 4.7 - Andlise MET da amostra gel de TCP com sacarose. (a) Regido com muitas
nanoparticulas com morfologia esférica. (b) Regido com nanoparticulas envolvidas pelo filme de
sacarose.

4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Na Figura 4.8 foram apresentadas as hidroxiapatitas utilizadas (comercial e sintetizada). Na
Figura 4.8a foram apresentadas as nanoparticulas HA comerciais e no detalhe é possivel verificar
a morfologia esférica. Na Figura 4.8b foram apresentadas as nanoparticulas HA sintetizadas e no

detalhe € possivel verificar que as particulas t€ém aproximadamente 82 nm.

Signal A = SE1 EHT = 20.00 kv 100 nm %
Mag = 100.00 K X WD = 9.0 mm — '

Figura 4.8 - (a) Nanoparticulas esféricas de hidroxiapatita comercial. (b) Hidroxiapatita
nanoparticulada sintentizada no laboratdrio.
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Na Figura 4.9 foram apresentadas as amostras de fosfatos tricalcico utilizadas (comercial e
sintetizada). Na Figura 4.9a foram apresentadas as nanoparticulas B-TCP comerciais e no detalhe
foi possivel verificar a morfologia de agulhas que é a morfologia caracteristica do fosfato
tricdlcico. Na Figura 4.9b foram apresentadas as nanoparticulas B-TCP sintetizadas, onde é
possivel ver também que elas estdo muito aglomeradas e no detalhe € possivel verificar que as

particulas t€ém aproximadamente 80 nm.

Pa1=280,67nm

Pb1=55°

Signal A = SE1 EHT = 20.00 kv
Mag =100.00 KX WD = 85mm

(b)
Figura 4.9 - (a): Beta-fosfato tricdlcico comercial em forma de nanoagulhas. (b) Beta-fosfato
tricalcico sintentizada no laboratdrio.

Na Figura 4.10 (a) e (b) foi possivel verificar as imagens do gel de hidroxiapatita captadas
no microscopio eletronico de varredura ambiental (ESEM) pertencente ao CEMUP — Centro de
Materiais da Universidade do Porto. Nestas amostras ndo foram feitos recobrimentos por plasma
com o objetivo de ndo mascarar o tamanho real das particulas. Na Figura 4.10b foi possivel
verificar que o gel forma uma camada que separa e recobre as nanoparticulas e de acordo com a
imagem essas nanoparticulas sdo esféricas. Devido a morfologia do gel a visualizagdo das
particulas ndo foi perfeita, mas por comparacdo com a escala foi facil encontrar particulas nesta
amostra com o tamanho aproximado de 100 nm. Portanto é possivel afirmar que todos os

materiais utilizados sdo nanoparticulados.
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Figura 4.10- (a) Morfologia do gel de hidroxiapatita antes de calcinar e sem recobrimento por

plasma. (b) Particulas dispersas no gel de HA.

Nanocompdsitos — testes iniciais

Os testes iniciais foram realizados no doutorado sanduiche sob a orientacdo do professor
Dr. Fernando Jorge Monteiro da Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto e Instituto de
Engenharia Biomédica — Portugal e receberam o nome de Amostra W, Amostra X, Amostra Y e
Amostra Z e as descricdes delas estdo na Tabela 3.1 presente no Capitulo 3.

A Amostra W (Figura 4.11) apresentou uma boa estrutura, com paredes bem definidas, com
poros interconectados, porém devido a este fato o scaffold se tornou mais fragil do que a
Amostra X (Figura 4.12) com poros menores e também mais fragil que a Amostra Y e Amostra Z
(Figura 4.13 e 4.14). Visualizando a morfologia das superficies das Amostras W, X e Y foi

possivel afirmar que elas sdo nanoestruturadas.

Amostra W - Esponja calcinada a 725°C

A Figura 4.11(a) apresentou uma vista geral da estrutura da Amostra W e foi possivel
verificar que as paredes sdo muito finas, € na imagem (b) foi mostrado em detalhes os poros
(entre 100 e 600 um), e o tamanho visualizado foi préximo ao adequado para o crescimento

celular, porém sua estrutura por ser muito fina pode dificultar a adesdo e proliferacdo celular.
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Na Figura 4.11(c) foi apresentada uma superficie rugosa e com alguns poros aparentes que
podem ajudar na adesdo celular, pois facilita a fixacdo dos elementos (microtibulos,
microfilamentos, filamentos intermedidrios e filamentos de actina) do citoesqueleto celular. A
Figura 4.11(d) apresentou em detalhes as particulas aglomeradas presentes na parede da esponja,
onde foi possivel verificar as diferencas morfoldogicas dos dois tipos de particulas presentes

(esferas HA e agulhas TCP).

HY
« 15.00 kv|LFD| S

Figura 4.11 — Amostra W. (a) Estrutura macro do scaffold. (b) Detalhe dos poros. (c¢) Superficie
do scaffold. (d) Detalhe da parede do scaffold.
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Amostra X - Esponja calcinada a 725°C

A Figura 4.12a apresentou uma vista geral da estrutura da (Amostra X) que ¢ uma esponja
com as paredes mais espessas que da amostra presente na figura anterior (Figura 4.11). A Figura
4.12b mostrou em detalhes os poros em forma circular e com poros por volta de 100 a 400
micrometros que sao considerados valores adequados para o crescimento e proliferacao celular de
tecido dsseo, porém também estavam presentes alguns poros com tamanhos de 600um. A
estrutura porosa bem definida apresentou uma superficie rugosa (Figura 4.12c), e com
microporos. A Figura 4.12d apresentou a estrutura interna do scaffold, e através da fratura foi

possivel ver as agulhas de beta-TCP recobertas com o filme de hidroxiapatita.

[ — L1 - | —1 "

CEMUP  Am.1 CEl\fiUP Am

(©
Figura 4.12 — Amostra X. (a) Estrutura macro do scaffold. (b) Detalhe dos poros. (¢) Superficie
do scaffold. (d) Fratura da parede do scaffold.
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Amostra Y - Pastilha calcinada a 725°C

A Figura 4.13a apresentou poros entre 100 e 800 micrémetros (Amostra Y), tamanhos
tolerdveis para o crescimento celular. Na Figura 4.13b a estrutura porosa irregular apresentou
uma superficie rugosa e na Figura 4.13c foi possivel verificar a existéncia de varios microporos
que sdo indicados para a adesao celular. Nesta imagem também foi possivel verificar a diferenca
entre a morfologia dos dois materiais, onde o TCP se aglomerou em pequenas particulas ja niao
estando mais em forma de agulhas e a HA se juntou formando uma malha altamente porosa, que

€ uma caracteristica ja conhecida deste material.

LFD| S

(©)
Figura 4.13 — Amostra Y. (a) Porosidade. (b) Superficie. (¢) Microestrutura.
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Amostra Z - Pastilha sinterizada a 1330°C

A Figura 4.14a apresentou poros entre 100 e 500 micrdmetros (Amostra Z), tamanho
indicado para o crescimento celular. Os poros possuem um tamanho reduzido gragas a

temperatura de sinterizagdo que diminui o volume da amostra e por consequéncia diminui o

tamanho dos poros, este fenomeno € verificado quando comparado com as imagens da Figura

4.13.

a0
£ kVILFD| SE /9.8 mm Am.3
@ , _®

HV ] de.t
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Figura 4.14 — Amostra Z. (a) Porosidade. (b) Microestrutura — vista geral. (c¢) Microestrutura -
detalhes.
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A estrutura porosa irregular da pastilha sinterizada a 1330°C (Figura 4.14) apresentou uma
superficie rugosa (imagem b), e com muitas arestas, porém ndo apresentou cantos Vivos
acentuados (imagem c). A Figura 4.14c apresentou uma superficie com microporos e arestas com
angulos obtusos.

Materiais com cantos arredondados sdo bons para a adesdo celular, pois facilitam a
movimentacgdo e a fixacdo das células, além dos microporos que também sdo bons para a fixagcao

celular.

Scaffolds - testes finais

A Tabela 3.1 do Capitulo 3 apresentou a nomenclatura das amostras dos testes iniciais e
finais. Os parametros para a producdo das amostras utilizadas nos testes finais foram obtidos a
partir dos resultados dos testes iniciais.

A Figura 4.15 € um resumo dos resultados das 4 amostras por microscopia eletronica de
varredura. Cada coluna representa um material e foi possivel verificar que todas as Amostras
apresentaram bons resultados.

A Figura 4.15 Amostra 1 (1) apresentou uma pastilha porosa feita com materiais
sintetizados em laboratério. A imagem (2) mostrou a porosidade da amostra, porém ndo foi
possivel verificar se existe porosidade interna, por isso foi necessdrio aplicar a técnica de
microtomografia. A imagem (3) apresentou a microestrutura da amostra e foi possivel verificar a
existéncia de microporos, além de a superficie apresentar formas arredondadas, que € adequada
para a adesdo celular [RODRIGUES, L.R., 2008]. A imagem (4) mostra as células aderidas no
scaffold.

A Figura 4.15 Amostra 2 (1) mostrou a pastilha porosa feita com materiais comerciais. A
imagem (2) mostrou a porosidade presente na superficie, porém assim como na Amostra 1 nao
foi possivel verificar se existe porosidade interna, por isso foi necessiario também realizar a
microtomografia. A imagem (3) mostrou a microestrutura da amostra e foi possivel verificar que

a microporosidade da superficie € parecida com a da Amostra 1.
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Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

Figura 4.15 - MEV das Ameostras 1, 2, 3 e 4. Linha 1, identificacdo visual de todas as amostras
obtidas no estereoscopio (lupa). Linha 2 e 3 microestruturas de todas as amostras. Linha 4
Imagens dos ensaios in vitro das Amostras 1, 3 e 4. Linha 5 resultados do ensaio in vivo sem
células tronco da Amostra 4.
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A Figura 4.15 Amostra 3 (1) é uma esponja ceramica feita com materiais sintetizados em
laboratério. Na imagem (2) foram mostrados os poros do scaffold, e pela estrutura apresentada na
imagem acredita-se que sdo interconectados, além de possuir um tamanho adequado para
crescimento celular, porém a andlise com microtomografia é aconselhdvel devido ao fato de ndo
se ter certeza que seu interior possui a mesma estrutura. Na imagem (3) foi possivel verificar que
a superficie do scaffold possui microporos e a estrutura tem formas arredondadas com alguns
cantos com arestas, porém estas arestas sao originadas das fraturas das paredes, portanto em geral
a amostra apresentou boas condi¢cdes em sua superficie para adesdo celular. A imagem (4)
apresentou as células aderidas e acompanhando as curvas e a forma da parede da esponja.

A Figura 4.15 Amostra 4 (1) foi apresentada a esponja ceramica feita com materiais
comerciais. A imagem (2) mostrou os poros do scaffold, e apresentou poros com indicios de
serem interconectados, além de possuir poros com tamanho adequado para crescimento celular,
porém a andlise com microtomografia € necessdria para ser possivel comprovar a
interconectividade dos poros. Com a imagem (3) foi possivel visualizar as formas arredondadas
da microestrutura, além disso, também foi verificada a existéncia de microporos na superficie. A
imagem (4) apresentou células quase tampando um poro. A imagem (5) apresentou o teste in
vivo, e com este teste foi possivel visualizar que ocorreu uma boa interagdo do scaffold com o
tecido 6sseo natural, além de manter os poros abertos facilitando o fluxo de sangue que tende a

levar nutrientes para as células no interior do scaffold.

4.6 Microtomografia de raios X (Micro-CT)

A Figura 4.16 apresentou imagens das pastilhas porosas Amostra 1 e Amostra 2. A Figura
4.16a apresentou a imagem 2D de uma fatia no interior da Amostra 1 obtida por um
microtomoégrafo e foi possivel visualizar a grande porosidade presente na amostra. A Figura
4.16b apresentou a projecdo 3D da Amostra 1 obtida por software do equipamento Micro-CT, e
foi possivel visualizar a morfologia dos poros, além de ter sido possivel verificar também que

eles sdo interconectados.
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A Figura 4.16c apresentou a imagem 2D (Amostra 2) de uma fatia no interior da amostra
obtida pelo microtomoégrafo e foi possivel visualizar a boa distribui¢do dos poros. A Figura 4.16d
apresentou a projecdo 3D da Amostra 2 e verificou-se que os poros sdo interconectados, porém
em alguns pontos das extremidades foi observado somente uma pequena quantidade de poros, ja
proximo ao centro a quantidade foi excessiva. Esta diferenca na distribuicdo de poros em
diferentes regides do scaffold interfere na resisténcia mecanica, além de dificultar o fluxo do

sangue e a distribui¢do de proteinas, durante a recuperag¢do do tecido 6sseo danificado.

Figura 4.16 - Pastilhas porosas HA+TCP. (a) Microtomografia da Amostra 1. (b) Imagem 3D da
Amostra 1. (¢) Microtomografia da Amostra 2. (d) Imagem 3D da Amostra 2.

A Figura 4.17 apresentou imagens das esponjas cerdmicas (Amostra 3 e Amostra 4). A

Figura 4.17a apresentou a imagem 2D de uma fatia no interior da Amostra 3 obtida por um
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microtomoégrafo e foi possivel visualizar as finas paredes, além de constatar que os poros sdao
todos interconectados.

A Figura 4.17b apresentou a projecao 3D da Amostra 3, e foi possivel visualizar que o
scaffold possui uma boa distribui¢do e interconexao dos poros. Essas caracteristicas sdo indicadas

quando se pretende obter um bom espalhamento e uma boa proliferacao celular.
- ~ Py . !
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Figura 4.17 - Esponja HA+TCP. (a) Microtomografia da Amostra 3. (b) Imagem 3D da
Amostra 3. (¢) Microtomografia da Amostra 4. (d) Imagem 3D da Amostra 4.
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A Figura 4.17c apresentou a imagem 2D de uma fatia do interior da Amostra 4 obtida por
microtomografia, e foi possivel visualizar que o scaffold possui uma boa distribui¢do dos poros,
assim como apresentou a Amostra 3.

A Figura 4.17d apresentou a projecdo 3D da Amostra 4 obtida por software do
equipamento Micro-CT, onde foi possivel visualizar a interconexd@o dos poros no interior da
amostra, além de verificar que as paredes internas estdo semelhantes as paredes externas

visualizadas no MEV.

A Tabela 4.3 mostrou que a amostra mais porosa foi a Amostra 3 com 85% de porosidade e
a menos porosa foi a Amostra 2 com 35% de porosidade. Esse valor abaixo dos 50% obtido pela
Amostra 2, € consequéncia da presenca reduzida de poros em algumas regides do scaffold, e isso
€ comprovado na imagem 3D obtida por microtomografia. A diferenca de porosidade verificada
na estrutura do scaffold se deve ao processo de compactacdo. Um fator que comprova a menor
quantidade de poros € a espessura da estrutura do scaffold, e que no caso da Amostra 2 foi de
168um considerado o maior valor, j4 o menor valor foi obtido pela Amostra 3 com 45um. O
menor didmetro médio distribuido por fatia foi obtido pela Amostra 3 com 216um e o maior

valor de didmetro médio de poros foi obtido pela Amostra 2 com 937um.

Tabela 4.3 — Valores médios da porosidade, espessura da estrutura e diametro dos poros obtidos
a partir dos resultados de microtomografia computadorizada.

Porosidade total Espessura da estrutura  Diametro dos poros
Amostras

(%) (um) (um)
1 57+3 99 +7 567 + 90
2 35+2 168+ 16 937 + 185
3 85+ 1 45+ 1 216+ 13
4 77+ 1 140+ 6 399 + 36

A Figura 4.18 apresentou em cada fatia da secdo transversal a porosidade de cada amostra e
verificou-se que a Amostra 3 foi a que possuiu maior homogeneidade na distribuicdo de poros

por fatia, e as amostras com menor homogeneidade foram as Amostras 1 e 2. Este fato ocorreu
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por ndo ser possivel controlar a distribuicio dos poros de forma precisa quando se utiliza o
processo de compactagdo para a producao dos scaffolds.

A boa distribuicao da porosidade por fatia demonstrou a capacidade dos dois processos em
obter bons resultados, e como todas as amostras apresentaram um desvio aceitivel e com
distribuicao senoidal da porosidade por quase todo o volume das amostras € possivel dizer que os
processos adotados possuem boa reprodutibilidade, ou seja, o grifico da Figura 4.18 indica que

os scaffolds produzidos por essas técnicas tem a tendéncia de obter os mesmos resultados.

Porosidade total
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Figura 4.18 - Porosidade total das amostras com a indicacdo do desvio dos valores médios da
porosidade apresentados na Tabela 4.3.

Os resultados apresentados na Figura 4.19 demonstraram que existe homogeneidade na
distribuicdo dos poros em cada fatia, além disso, também existe uma variacio pequena nos
diametro dos poros (Amostra 3). A Amostra 4 apresentou resultados satisfatérios, mesmo nao
sendo tao bons quanto os resultados obtidos pela Amostra 3 que também € uma esponja ceramica.
As esponjas apresentaram maior porosidade e menor tamanho de poros do que as pastilhas
porosas, porém sao resultados ja esperados, devido o processo de confeccdo das esponjas ser

diferente do processo das pastilhas.
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A Amostra 2 obteve a maior variacdo no tamanho dos poros por fatias, mas as imagens de
microtomografia e MEV dos scaffolds, e os resultados in vitro e in vivo indicaram que apesar

desta variacdo os resultados foram satisfatérios para a aplicagdo como suporte celular.

Tamanho médio do tamanho de poro
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Figura 4.19 — Distribuicdo dos diametros dos poros por fatias indicando o desvio de diametro
médio dos poros apresentados na Tabela 4.3.

4.7 Analise de densidade e porosidade por picnometria

O picndmetro foi utilizado para realizar medidas de porosidade e densidade das amostras
dos testes iniciais. Como foi verificada nas imagens de MEV a Amostra W teve a maior
porosidade com a medida aproximada de 94% (Tabela 4.4). Quando a amostra mais porosa
(Amostra W) foi comparada com a amostra menos porosa que foi a pastilha sinterizada (Amostra

Z) se verificou uma diferenca na porosidade de aproximadamente 44%. Quando se comparou a
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Amostra Y (pastilha porosa calcinada a 725°C) com a Amostra Z (pastilha sinterizada a 1330°C)
foi constatado uma diminui¢do de 11% na porosidade da amostra sinterizada.

A melhor opc¢ao entre as esponjas foi a Amostra X que teve a porosidade um pouco menor
que a Amostra W e por isso apresentou paredes mais espessas criando uma superficie mais
adequada para a adesdo e proliferacdo celular, além de melhorar a resisténcia mecanica do

scaffold.

Tabela 4.4 - Valores médios de densidade e porosidade obtidos a partir de trés medigcdes
consecutivas realizadas por picnometria nas amostras dos testes iniciais.

Amostras Densidade (g/cc)* Porosidade (%)
Amostra W 1,542 £ 0,008 93,69 + 0,04
Amostra X 1,317 £ 0,004 81,99 £ 0,07
Amostra Y 2,535£0,038 61,16 £ 0,71
Amostra Z 1,715 £ 0,002 49,66 = 0,05

*desvio padrdo em relagdo ao volume

Com o picndmetro foi possivel verificar que a densidade média dos scaffolds em forma de
pastilha porosa obtidas com os testes finais e apresentadas na Tabela 4.5 (Amostra 1 e Amostra
2), foram quase idénticas, ou seja, a quantidade de materiais adicionados na camara de

compactagdo e a forma como foram compactados geraram esta precisiao nos resultados.

Tabela 4.5 - Valores médios de densidade obtidos a partir de trés medi¢des consecutivas
realizadas por picnometria nas amostras dos testes finais.

Amostras Densidade (g/cc)*
1 2,588 + 0,002
2 2,589 + 0,003
3 2,371 £ 0,003
4 2,169 + 0,004

*desvio padrdo em relagdo ao volume

As Amostras 3 e 4 (esponjas) apresentaram valores de densidade proximos (Tabela 4.5),
mas ndo tdo préoximos como os valores obtidos pelas pastilhas, isso se deve ao fato das esponjas

poliméricas serem de origem industrial e possuirem uma estrutura porosa varidvel de lote para
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lote, além disso, existe outro agravante, que € o fato das esponjas terem uma drea superficial
muito grande, e com isso acabam por dificultar a dedugdo exata da quantidade de material
necessdria para a formacao das paredes estruturais com a mesma espessura em toda a amostra.
Porém, considerando esses fatores, as diferencas apresentadas nas medidas de porosidade das

Amostras 3 e 4 sdo pouco significativas.

4.8 Ensaio de degradacao seguindo norma ABNT NBR ISO 15814: 2003 e ABNT NBR ISO
13781:1998

O ensaio de degradacao foi realizado para verificar possiveis alteragdes nos scaffolds e que
de alguma forma pudessem impedir a sua utilizacdo nos testes biologicos. Este teste foi
importante para nos dar a certeza que os scaffolds resistem a manipulacio e as constantes trocas
do meio no caso dos testes in vitro, e ter a certeza que a forma estrutural iria ser mantida
pensando na aplicagdo in vivo. A esponja utilizada foi calcinada a 725°C (Amostra W) e a
pastilha porosa utilizada foi sinterizada a 1330°C (Amostra Z).

Foi adotada esta selecdo de amostras, pois se pensou em testar a melhor condi¢dao (maior
resisténcia mecanica) que era a Amostra Z e a pior condi¢do (menor resisténcia mecanica) que
era a Amostra W, porém ambos os casos niao ocorreu degradagio.

O pH da solucdo inicial partiu de 7,57 e depois de acrescentar as amostras as variagdes de
pH nos trés periodos de andlise e nos dois tipos de amostras se mantiveram na tolerancia
aceitivel do experimento que foi entre 7,2 e 7,6 (Tabela 4.6). Este fator contribuiu para a
validag¢do do experimento.

Neste teste levou-se em consideragdo o comportamento dos scaffolds em meio aquoso por
um tempo semelhante ao de cultura celular, além de verificar as dificuldades de manuseio, devido
a sua fragilidade e baixa resisténcia mecanica.

As amostras foram lavadas trés vezes no proprio recipiente onde foi realizado o
experimento. A dgua utilizada foi purificada no equipamento de osmose reversa e depois passada

no equipamento deionizador.
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Tabela 4.6- Monitoramento do pH durante o experimento.

Tempo Amostra W (pH) Amostra Z (pH)
24h 7,5 7,3

7 dias 7,5 7.3

14 dias 7,6 7,5

Os resultados foram bons, pois as amostras nido apresentaram degradagdo. Em geral as

amostras na forma de pastilha sofreram um acréscimo de massa Tabela 4.7. Este fato pode ser

justificado por trés possiveis fatores: i) ndo degradacdo das amostras; ii) Mudanca na morfologia

da superficie por causa do contato do alfa-TCP com o meio (demostrado na Figura 4.20b); iii)

Possivel deposicdo de minerais na superficie modificada.

A esponja sofreu acréscimo de massa inferior ao da pastilha, porém isso se justifica pelo

fato da esponja ter sofrido possiveis quebras, por causa da espessura das paredes estruturais

serem finas, além de j4 estarem com a resisténcia mecanica comprometida por ndo terem sido

sinterizadas.

Tabela 4.7 - Ensaio de degradacgdo dos scaffolds. Dados obtidos da diferenga entre a massa antes

e depois do ensaio. A massa das amostras nao foi padronizada.

Amostra W Amostra Z
Variacao de massa apés o Variacao de massa apés o
Tempo
teste (%) teste (%)
24h 2,9 4,7
7 dias 8,5 3,1
14 dias 1,0 6,0

A Figura 4.20 mostrou a mudanga de morfologia do scaffold HA/TCP em contato com a

solucdo de degradacdo. A Figura 4.20a mostrou a morfologia da superficie do scaffold antes do

contato com a solu¢do. A Figura 4.20b mostrou a superficie do scaffold modificada apds o

contato com a solugao.
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(@) (b)

Figura 4.20 — Mudancas da morfologia da superficie por decorréncia do contato do alfa-TCP
com a solug@o tampao. (a) Tipica estrutura sinterizada antes do teste de degradacdo. (b) Estrutura
modificada apds o teste de degradacao.

4.9 Difracio de raios X (DRX)

Materiais

Hidroxiapatita - HA

A Figura 4.21 apresentou a evolug@o da fase cristalina da hidroxiapatita comercial e neste
gréfico consta o difratograma da amostra calcinada a 725°C e a amostra sinterizada a temperatura
de 1330°C. Estas andlises foram feitas utilizando o equipamento de difracdo de raios X para
comparar os resultados dos difratogramas individualizados (HA e TCP) com os picos dos

compositos calcinados a 725°C e sinterizados a 1330°C.

HA comercial HA

HA
A

HA

- N W |

Sy
20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
20 ()
Figura 4.21 - Hidroxiapatita comercial. Calcinada a 725°C e sinterizada a 1330°C. HA: picos de
hidroxiapatita.

Intensidade (cps)
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A Figura 4.22 mostrou a evolucdo da fase cristalina da hidroxiapatita sintetizada, onde
podemos comparar os picos do material calcinado a 725°C com os picos do material sinterizado a
1330°C. Podemos visualizar a fase semi-cristalina obtida por calcinacdo a 725°C, e que
apresentou picos no difratograma pouco intensos e nao muito definidos, além do pico principal
ser de pirofosfato que é uma fase anterior a da hidroxiapatita. Este fendmeno ocorre gracas a
temperatura de calcinacdo. Neste caso, utilizando sol-gel com sacarose, acredita-se que ocorreu
uma alterac@o na temperatura de mudanca de fase, pois no sol-gel convencional ndo ocorreu este
fendmeno [RODRIGUES, L.R. 2008]. A amostra 1330°C apresentou boa cristalinidade e revelou

a fase hidroxiapatita.
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Figura 4.22 - Difracao de raios X da hidroxiapatita sintetizada no laboratério. Calcinada a 725°C

[TPRIR [TRTR

e sinterizada a 1330°C. “HA”: pico de hidroxiapatita. “o”: pico de CaO. “p”: pico de pirofosfato.

A fase critalina da HA revelada por DRX e associada com o resultado de FRX (Tabela 4.1)

garante a aplicacdo da hidroxiapatita como biomaterial.
Fosfato tricdlcico - TCP

A Figura 4.23 apresentou os difratogramas das amostras de beta-TCP comercial calcinada a
725°C e sinterizada a 1330°C. O intuito foi comparar posteriormente com os picos dos
compdsitos em suas respectivas temperaturas. Como era esperado o TCP com a fase beta ()
sinterizado a 1330°C apresentou modificagao para a fase alfa (a). Acredita-se que o processo de

mudanca de fase teve inicio apds o aquecimento ultrapassar a temperatura de 1150°C.
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TCP comercial

a a 1330°C

Intensidade (cps)

b
b b b p 725°C
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26 ()
Figura 4.23 - TCP comercial. Calcinado a 725°C e sinterizado a 1330°C. “b”: beta- fosfato

o,

tricalcico. “a”: alfa-fosfato tricalcico.

A Figura 4.24 apresentou os difratogramas das amostras de beta-TCP produzidas em
laboratério. O intuito foi comparar os resultados de cada material com 0s seus respectivos
compdsitos.

Como era esperado o beta-TCP sinterizado a 1330°C modificou a sua estrutura para alfa-

TCP, assim como ocorreu com o material comercial.
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Figura 4.24 - TCP sintetizado no LABIOMEC. Calcinado a 725°C e sinterizado a 1330°C. “b™:

TP

beta- fosfato tricalcico. “a”: alfa-fosfato tricalcico.
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Nanocompdasitos e compdasitos

Amostras W e X - Esponja 725°C

A Figura 4.25 apresentou um nanocomposito ceramico baseado na estrutura da esponja
polimérica calcinado a 725°C (Amostras W e X), como foi possivel verificar na primeira linha
superior, logo abaixo estd localizado o difratograma do beta-TCP comercial também calcinado a
725°C e na sequéncia estd localizado o difratograma da hidroxiapatita comercial calcinada a
725°C. Como foi possivel verificar no grafico do nanocompdsito tanto os picos de beta-TCP
quanto os picos de hidroxiapatita se encontram nas mesmas posi¢des que os picos referentes aos
seus difratogramas individuais. Provando, assim, a existéncia real dos dois materiais na amostra
final, porém também deve ser levado em consideragdo o fato dos materiais apresentarem

difratogramas com picos de baixa intensidade e com pouca cristalinidade.

Materiais comerciais A
Composito 725°C]|

WMM

Intensidade (CPS)

HA

—_a PN _./’\\...J’\u»-z/‘\n

HA

HA
2 34 36 38 40 42 44 46 48 50
20 (°)

Figura 4.25 — DRX da esponja ceramica (HA/TCP) e dos materiais comerciais utilizados em sua
fabricacdo (HA e TCP). Todos foram calcinados a 725°C. “b”: pico referente ao beta-fosfato

9,

tricélcico. “HA”: pico referente a hidroxiapatita. “p”: pico referente ao pirofosfato.

Y, WA

20 22 24 26 28 30 32

Amostra Z - Pastilha 1330°C

A Figura 4.26 apresentou o difratograma do compdsito poroso de hidroxiapatia com beta-
fosfato tricdlcico (Amostra Z) e os difratogramas isolados de beta-fosfato tricdlcico comercial e

da hidroxiapatita comercial (todos foram sinterizados a 1330°C).
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A temperatura de sinterizac@o ultrapassou a temperatura de mudanca de fase do TCP, onde
a fase beta modificou para a fase alfa, tanto no compdsito quanto nos materiais isolados, por este
motivo as amostras apresentaram picos de alfa-TCP, da mesma forma como foi verificado nos
testes de evolucdo de fase realizados anteriormente. A hidroxiapatita se manteve estavel tanto no
composito quanto no difratograma isolado.

Com essa comparagdo foi possivel afirmar que no final do processo existe um compdsito

de hidroxiapatita e alfa-TCP, ao invés de hidroxiapatita e beta-TCP que era a composi¢ao inicial.

Materiais comercials  Ha

Composito 1330°C
~~
9]
X
Q
\——r

- TCP 1330°C
(v}
o
o p—
9]
o
O
<+
o

= HA 1330°C

AA ,.Jl( K R n Jk AM“\

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

20 (°)

Figura 4.26 - DRX da pastilha ceramica porosa (HA/TCP) e dos materiais comerciais utilizados

[TPXIN

em sua fabricacdo (HA e TCP). Todos foram sinterizados a 1330°C. “a”: pico referente ao alfa-
fosfato tricélcico. “HA”: pico referente a hidroxiapatita.

A Figura 4.27 mostrou trés difratogramas, um do compdsito poroso de hidroxiapatita com
beta-TCP (HA/TCP), outro do beta-TCP sintetizado transformado em alfa-TCP e o terceiro foi o
da hidroxiapatita sintetizada (HA). Todos esses materiais citados sofreram sinterizagdao a 1330°C.
Ocorreu a mudanca de fase de beta para alfa no fosfato tricdlcico, da mesma forma que ocorreu
no material comercial. A hidroxiapatita se manteve estdvel.

Com essa comparagdo foi constatado que o comportamento do material sintetizado foi

semelhante ao do material comercial, demonstrando desta forma o potencial de comercializa¢ao
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do material sintetizado, e desta forma abrindo discussdes sobre a possibilidade do
desenvolvimento de projetos para a criacdo de uma planta piloto com o intuito de produzir em

grande escala os matérias estudados.

Materiais sintetizados
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Figura 4.27 - DRX do compésito (HA/TCP) e dos materiais sintetizados (HA e TCP) que foram

TN

utilizados na producao dos scaffolds. Todos foram sinterizados a 1330°C. “a”: pico referente ao
alfa-fosfato tricélcico. “HA”: pico referente a hidroxiapatita.

4.10 Equacao de Scherrer

Aplicando a equacgdo de Scherrer (Equagao 2 e Equacdo 3) nos dados adquiridos por DRX
foi possivel obter o tamanho médio do cristalito da hidroxiapatita e do beta-fosfato tricdlcico. Os
resultados sdo mostrados na Tabela 4.8.

Como foi possivel verificar, os resultados dos tamanhos de cristalitos das amostras estao
compativeis com as imagens de microscopia eletrdnica, pois todas as amostras estdo visualmente

em escala nano, assim como os resultados obtidos com a equagdo de Scherrer. Deve ser levada
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em consideracdo a tolerancia de medida gerada pelas imagens de microscopia eletronica, pois

existem particulas aglomeradas que de uma forma em geral comprometem a andlise.

Tabela 4.8 — Tamanho dos cristalitos de HA e B-TCP, calculados pela equacdo de Scherrer.

Materiais sintetizados
HA (nm) p-TCP (nm)
Calcinado 725°C 63 130 45 83

Materiais comerciais
HA (nm) B-TCP (nm)

Amostra

4.11 Potencial Zeta (testes iniciais)

Analisando os dados da literatura nesta area [REYNOLDS, E.C.; et al.; 1983] foi
constatado que quanto mais negativo for o nimero obtido de potencial Zeta menor serd a adesao
celular na superficie da hidroxiapatita.

A Tabela 4.9 demonstrou a variacdo do potencial Zeta para a hidroxiapatita quando
moléculas de proteinas sdo aderidas a sua superficie. Este teste foi realizado segundo a literatura
para comprovar que as proteinas produzem um aumento na carga liquida negativa, como mostra a
medicdo do potencial Zeta. As proteinas bédsicas que foram analisadas produziram uma carga

liquida positiva que facilitou a adesdo das células. [REYNOLDS, E.C.; et al.; 1983].

Tabela 4.9 - Valores de potencial Zeta extraidos da literatura [REYNOLDS, E.C.; et al.; 1983].

Compostos adsorvidos na  Potencial Zeta No. de células bacterianas

HA (mV) aderidas a HA (x107)
Poli-L-glutamato 254 +3.7 0,57 £0,12
o1-Caseina -24,5+3,0 0,59 +0,32
o-Lactalbumina 21.0+1.8 1,06 = 0,41
Fosvitina -19,7+2.8 0,53 +0,19
-Caseina -19,7+2,2 1,26 £ 0,43
k- Caseina -18,5+2.8 0,62 +0,19
- Lactalbumina -13,6 +£1,9 0,94 + 0,49
Albumina de soro bovino -13,0+2,6 0,61 +0,19
Dextrano -10,7 1.5 2,29 + 0,86
Poli-L-lisina +20,2 +3,7 3,72+ 1,12
Histona H1 +29,6 +3,5 2,26 +1,01
Histona H3 +32,7+7,6 2,65 +1,02
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Foi verificado que o pH também interfere no resultado, pois quanto maior o valor de pH
mais negativo € o valor obtido do potencial Zeta medido em miliVolts (- mV). Com valores de
pH entre 6,5 a 12 foi obtido resultados de potencial Zeta entre 20mV a -20mV respectivamente.

Os valores de potencial Zeta obtidos (Tabela 4.10) sdo animadores, pois os materiais
nanoparticulados e também os compdsitos que partem de materiais nanoparticuldos possuem
valores de potencial Zeta mais proximos de 0 mV do que o material microparticulado. Baseando-
se na literatura [REYNOLDS, E.C.; et al.; 1983] (Tabela 4.9) podemos dizer que existe uma
grande chance das amostras que sdo produzidas a partir de nanoparticulas apresentarem maior
adesdo celular do que as amostras produzidas com microparticulas, pois segundo os dados da

Tabela 4.10 as amostras nano estdo mais proximas ao 0 mV.

Tabela 4.10 - Valores de potencial Zeta com materiais comerciais (teste inicial).

Materials Média dos resultados (mV)

Micro HA 26,8 £ 1,1

Amostra Z -179+1,0

Nano HA -17,0+ 0,9
Amostras W e X -124+0,3

O fato das nanoparticulas se apresentarem aglomeradas nas imagens de microscopia
eletronica em parte tem relacdo aos valores obtidos com andlise de potencial Zeta, pois segundo a
literatura o valor do potencial Zeta € uma medida da estabilidade cinética de um sistema coloidal,
ou seja, as amostras com valores superiores a aproximadamente + 30mV ou inferior a — 30mV
sdo consideras cineticamente estaveis [REFEGA, R.J.M. 2010], ou seja tem a tendéncia para
repelirem umas as outras. As amostras analisadas possuem em torno de -12 a -18 mV isso

justifica em partes a aglomeracdo das particulas apresentadas nas andlises realizadas.

4.12 Ensaio mecanico de compressao axial

A Tabela 4.11 mostrou os resultados obtidos com o ensaio mecanico de compressao axial

realizados nas amostras feitas com materiais sintetizados em laboratério e amostras feitas com
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material comercial. A tabela apresenta valores do médulo de elasticidade (E), carga maxima (P) e

valor médio da tensdo a compressao axial (Gca).

Tabela 4.11 — Valores dos resultados obtidos no ensaio mecanico por compressao axial.

Amostras E (MPa) P (N) Gca (MPa)
Amostra 1 40+8,9 25,644 1,49 £ 0,30
Amostra 2 53£8,3 23,1£2,1 1,55+0,10
Amostra 3 8,722 57+1,3 0,1 £0,03
Amostra 4 24104 45+2,8 0,1 £0,05

As Amostras 1 e 2 sdo pastilhas compactadas porosas, mesmo sendo de materiais diferentes
apresentaram valores de resisténcia mecanica parecidos, onde a Amostra 1 (feita com material
sintetizado) atingiu um valor médio ligeiramente maior, obtendo 25,6 N de carga méxima, ja o
material comercial (Amostra 2) atingiu uma carga média mdxima de 23,1 N.

As Amostras 3 e 4 possuem poros semelhantes devido as esponjas poliméricas que as
originaram terem a mesma estrutura. As esponjas ceramicas feitas com material sintetizado no
laboratdrio (Amostra 3) apresentaram uma resisténcia mecanica média de 5,7N e a Amostra 4 que
foi feita com material comercial atingiu a carga méxima de 4,5N.

Os valores de carga maxima foram baixos devido a porosidade elevada dos materiais e
conforme o ensaio era realizado existia a ruptura das paredes superiores, mas as camadas
inferiores ficavam inteiras demonstrando que a estrutura rompia por estagios determinados por
camada de poros. Os resultados das Amostras 1 e 2 (pastilhas porosas) para tensdo médxima de
ruptura foram muito préoximos ao da literatura (2 a 5 MPa) quando comparados ao osso trabecular
(osso esponjoso ou osso medular) [DING, M.; et.al.; 1997] [COSTA, H.S.; et al.; 2008]. Dados
obtidos na literatura citando a resisténcia mecanica de esponjas de alumina com porosidade
aproximada de 65% foi entre 1,6 a 3 MPa, esses valores sdo proximos (Tabela 4.11) aos obtidos
pela Amostra 1 (com ~ 57% de porosidade) e Amostra 2 (com ~ 35% de porosidade) produzidas
com HA/TCP. HA e TCP sao materiais que possuem resisténcia mecanica inferior a alumina,
porém possui uma melhor interacdo com o tecido 6sseo [COSTA, H.S.; et al.; 2008].

Os valores médios de tensdo a compressao axial obtidos com os testes nas Amostras 3 (com

~ 85% de porosidade) e Amostra 4 (com ~ 77% de porosidade) sdo proximos ao valor inferior de
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resisténcia mecanica de matrizes porosas de hidroxiapatita segundo a literatura, valores que giram
entorno de 0,3 a 5,0 MPa com porosidade entre 65% a 90% [JUN, Y.-K..; et al.; 2003] [COSTA,
H.S.; et al.; 2008].

Resultados de ensaios mecanicos de scaffolds em forma de espumas de alfa-fosfato
tricalcico (com porosidade entre 90 e 95%) obtidos na literatura apresentaram resultados de
resisténcia mecanica a compressao de 0,05 MPa a 0,25 MPa [UDOH, K.L; et al.; 2010], que sao

valores abaixo dos resultados obtidos com as Amostras 1, 2, 3, 4.

4.13 Cultura Celular (testes iniciais)

Lupa normal - ensaio MTT (testes iniciais)

Para iniciar o processo de cultura celular foi realizado um ensaio de MTT nas Amostras W
(Figura 4.28), X (Figura 4.29), Y (Figura 4.30) e Z (Figura 4.31), ap6s dois dias para verificar se
as células conseguiram aderir bem ao material e se elas se fixaram também no interior dos
scaffolds. Foram testados dois tipos de esponjas a Amostra W e a Amostra X. Foram também
testadas duas pastilhas a Amostra Y (calcinada a 725°C) e a Amostra Z (sinterizada a 1330°C),
que foram testadas para verificar a influéncia dos poros e da estrutura do scaffold na cultura

celular.

Amostra W — testes iniciais

A Amostra W possui poros maiores e paredes mais finas que a Amostra X e por isso possui
menor resisténcia mecanica aparente. Esta andlise foi feita com base no manuseio das amostras
durante os testes iniciais. Na Amostra W (Figura 4.28b) foi possivel visualizar células coloridas

com tonalidade escura, indicando que sao células vidveis aderidas no scaffold.
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@ )
Figura 4.28 - Células aderidas a Amostra W, no 2° dia. (a) 6,3x de aumento. (b) 20x de aumento.

A Amostra W apresentou na Figura 4.28a uma estrutura muito porosa € com poros
interconectados, porém tem a espessura de suas paredes muito finas (Figura 4.28b). Scaffolds
com paredes muito finas tendem a dificultar a adesdo e consequentemente a proliferacio celular,
pois a espessura das paredes estruturais dos scaffolds devem ser compativeis com o tamanho das
células, por este motivo acredita-se que a Amostra W ndo apresenta uma estrutura adequada para
este tipo de cultura celular.

A Amostra W apresentou sinais de células aderidas em seu interior, mas mesmo assim seu
desempenho foi inferior em todos os aspectos quando comparada com a Amostra X (Figura
4.29). Entende-se por desempenho inferior os resultados obtidos por ensaios mecanicos € a

quantidade de células visiveis aderidas na superficie dos scaffolds (Figuras 4.28b e 4.29b).
Amostra X — testes iniciais

A Figura 4.29a demonstrou a estrutura porosa com poros interconectados e a Figura 4.29b

mostrou as células coloridas e aderidas a superficie do material.
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Figura 4.29 - Células aderidas a Amostra X, no 2° dia. (a) 6,3x de aumento. (b) 20x de aumento.

Amostra Y - testes iniciais

A Figura 4.30 apresentou os resultados da Amostra Y no 2° dia de cultura celular. A Figura
4.30a apresentou o scaffold com grandes trincas e fraturas, este fato estd associado a baixa
resisténcia mecanica decorrente da temperatura utilizada no tratamento térmico. Na Figura 4.30b

foi possivel verificar uma pequena quantidade de células aderidas a superficie.

@ o )

Figura 4.30 - Células aderidas a Amostra Y, no 2° dia. (a) 6,3x de aumento. (b) 20x de aumento.
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Amostra Z - testes iniciais

Todas as amostras apresentaram células vidveis aderidas as suas superficies, porém a
Amostra Z (Figura 4.31) apresentou resultados melhores tanto na cultura celular em relacido a
populacdo visual de células aderidas (Figura 4.31a e Figura 4.31b), quanto na resisténcia ao
manuseio durante o ensaio in vitro. A Figura 4.31a demostrou uma superficie com distribui¢dao
irregular de poros, porém com muitas células aderidas.

A Figura 4.31b apresentou detalhes da superficie da amostra, onde foi possivel ver células
aderidas em toda a superficie, além de ser possivel verificar que no interior dos poros também
ocorreu acumulo de células.

A quantidade de células na superficie da Amostra Z foi superior, mas ndo € possivel afirmar
que possui mais células que as outras amostras, pois ndo se consegue neste tipo de andlise
verificar as células presentes no interior dos scaffolds, além disso, as amostras em forma de
pastilha tem a superficie externa maior pelo fato de serem menos porosas que as esponjas. Com a
microscopia confocal e com a lupa de fluorescéncia serd possivel verificar com mais detalhes as

células aderidas e assim afirmar em qual amostra as células se desenvolveram melhor.

(b

Figura 4.31 - Células aderidas a Amostra Z, no 2° dia. (a) 6,3x de aumento. (b) 20x de aumento.
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Lupa de Fluorescéncia

Esta andlise foi realizada para verificar em cada amostra as células vidveis com base no

contraste de cor gerado pela coloracao fluorescente.

Amostra W - testes iniciais

Foi possivel verificar na Amostra W células aderidas e um pouco esticadas apds 2 dias de

cultura celular (Figura 4.32a), e apds 7 dias de cultura celular (Figura 4.32b) as células estavam

mais esticadas indicando que elas se adaptaram a superficie do material e continuaram viaveis.

(a) (b)
Figura 4.32 - Células aderidas a Amostra W (aumento de 112,5x). (a) 2° dia. (b) 7° dia.

Amostra X - testes iniciais

A Amostra X (Figura 4.33) ap6s 2 dias de cultura celular apresentou uma quantidade de
células menor do que o esperado, além de existir uma aparente diminui¢cdo na quantidade de
células presentes na amostra apds 7 dias (Figura 4.33b) quando comparada com a imagem do 2°
dia de cultura celular (Figura 4.33a). A estrutura da esponja como ja foi visualizada
anteriormente foi considerada adequada para utilizacdo como scaffold, porém como foi calcinada
a 725°C ela apresentou baixa resisténcia mecénica e este fato acabou dificultando o manuseio da

amostra, além de dificultar também o crescimento e desenvolvimento celular.
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(a) (b)
Figura 4.33 - Células aderidas a Amostra X (aumento de 112,5x). (a) 2° dia. (b) 7° dia.

Amostra Y - testes iniciais

A Figura 4.34a representou o 2°dia de cultura celular, neste estdgio foi possivel visualizar
que as células estdo iniciando a adesdo, pois se apresentaram em formato de esferas que € uma
condi¢do comum nos primeiros dias de cultura, porém esta caracteristica pode ser também uma

influéncia da estrutura do scaffold.

(a) (b)
Figura 4.34 - Células aderidas a Amostra Y (aumento de 112,5x). (a) 2° dia. (b) 7° dia.

A Amostra Y apés 7 dias de cultura celular (Figura 4.34b) demonstrou bons resultados,
pois apresentou células aderidas e com indicios de crescimento (apresentou espalhamento

celular), e proliferacdo (apresentou pequenos grupamentos em uma determinada regido da
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amostra). O resultado obtido com a Amostra Y foi melhor do que os resultados apresentados
pelas Amostras W e X, gracas ao fato do scaffold em forma de pastilha manter a integridade

estrutural até o final do processo, e assim manter as células aderidas em sua superficie.

Amostra Z - testes iniciais

A Figura 4.35a representou o 2° dia de cultura e apresentou células aderidas e espalhadas
em uma grande drea da amostra. A Figura 4.35b representou também o segundo dia, porém
apresentou as células em maior aumento, e foi possivel verificar que mesmo no segundo dia elas

jé estdo espalhadas e aderidas ao biomaterial.

(a) (b)
Figura 4.35 - Células aderidas a Amostra Z no 2° dia. (a) 20x de aumento. (b) 112,5x de
aumento.

A Figura 4.36a representou o 7°dia de cultura celular e foi possivel visualizar as células
ocupando uma grande drea da superficie da Amostra Z. Na Figura 4.36b foi possivel verificar em
um maior aumento as células muito espalhadas na superficie.

Ambos os periodos (2°dia e 7°dia) confirmaram os resultados do ensaio de MTT onde
apresentou uma grande quantidade de células na superficie do material. Nesta anélise foi possivel
verificar que as células se desenvolveram muito bem tanto em quantidade quanto em tamanho.
Foi possivel verificar que elas se fixaram nos poros e em toda a superficie, além de estarem bem

espalhadas.
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@ (b)
Figura 4.36 - Células aderidas a Amostra Z no 7° dia. (a) 20x de aumento. (b) 112,5x de
aumento.

Com este resultado foi possivel afirmar que entre todas as amostras estudadas a que
apresentou melhores resultados foi a Amostra Z, porém essa amostra tem uma maior area
superficial, o que pode favorecer a observacdo de células neste plano superficial, sendo que o

mesmo fato ndo ocorre nas esponjas (Amostras W e X) devido a maior porosidade.

Microscopia confocal de fluorescéncia por varredura laser

Amostra W — testes iniciais

Na Figura 4.37 (a) e (b) foram visualizados os resultados apresentados pela Amostra W, e
foram considerados satisfatérios quando os comparamos com as outras amostras. No segundo dia
representado pela imagem (a) existem células aderidas, mas pouco desenvolvidas, como foi
esperado para este tempo de cultura. Apés 7 dias (imagem 4.37b) foi possivel identificar o nicleo
de algumas células e notar um bom desenvolvimento (adesdo e espalhamento) delas sobre a

superficie, apesar da pouca quantidade aparente.
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(a) (b)
Figura 4.37 - Amostra W. (a) 2°dia — apresenta células aderidas. (b) 7° dia - células aderidas nas
arestas.

Amostra X — testes iniciais

A Figura 4.38a e Figura 4.38b apresentaram os resultados do 2° dia e do 7° dia de cultura
celular na Amostra X. O resultado obtido no segundo dia (imagem a) foi considerado bom, pois
existem células espalhadas na superficie do scaffold apesar de ainda ndo estarem bem

desenvolvidas, devido ao pouco tempo de ensaio.

(a) (b)
Figura 4.38 - Células aderidas na Amostra X. (a) 2°dia - Vista geral da amostra. (b) 7°dia — vista
geral e detalhe de uma célula aderida.
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A imagem (b) sdo os resultados apds 7 dias de cultura celular e mostrou uma quantidade
pequena de células, quando comparamos ao segundo dia. Este fato ocorreu gracas a grande
porosidade do material, e que acarreta na falta de células em alguns pontos da amostra, mas as
células presentes estdo aderidas e um pouco espalhadas, assim como foi possivel ver no detalhe

da Figura 4.38b onde foi possivel visualizar que a célula acompanha a estrutura do scaffold.

Amostra Y — testes iniciais

Na Figura 4.39 sdo apresentados os resultados da Amostra Y. Os resultados apresentados

ap6s o segundo dia de cultura celular (imagem a) ndo foi o esperado, pois s6 foi possivel

visualizar algumas células pequenas, como as apresentadas no detalhe criado na imagem (a).

(a) (b)
Figura 4.39 — Amostra Y. (a) 2°dia — Células pequenas no centro da imagem. (b) 7° dia - Vista
geral e detalhe de uma célula aderida a superficie.

A Figura 4.39b representou o 7°dia de cultura celular, e foi possivel visualizar uma maior
presenca de células em comparacdo com o 2° dia. No detalhe criado na imagem (b) foi possivel
visualizar a célula e seu nucleo de cor vermelho, representando bom crescimento e uma boa

aderéncia.
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Amostra Z — testes iniciais

Na Amostra Z apresentada na Figura 4.40a foi realizada a cultura celular por dois dias e foi
possivel visualizar células bem espalhadas por toda a superficie, € quando comparamos com 0s
resultados das outras amostras, as células na Amostra Z apresentam caracteristicas de células de 7
dias de cultura, nos levando a acreditar que a superficie sinterizada facilitou o espalhamento das
células, porém este resultado pode ser consequéncia das caracteristicas da superficie da amostra.

Na imagem (b) foi possivel visualizar as células bem espalhadas pela superficie do scaffold,
além de algumas acompanharem o formato da superficie, demostrando total compatibilidade com
o material. As células em alguns pontos apresentaram indicios de proliferacdo, devido a formacao

de pequenos grupamentos celulares.

(a) (b)
Figura 4.40 - Células aderidas a Amostra Z. (a) Vista geral das células aderidas apés 2 dias de
cultura celular. (b) Vista geral da amostra com células aderidas ap6s 7 dias de cultura celular.

A Amostra Z nas andlises por microscopia confocal confirmou os bons resultados

apresentados nos ensaios anteriores de MTT e lupa de fluorescéncia.
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4.14 Ensaio in vitro — testes finais

4.14.1 Amostra 1

A Figura 4.41 apresentou resultados de cultura celular na Amostra 1, onde o material foi
cultivado com células tronco mesenquimais. Com as Figuras 4.41 (a) e (b) foi possivel verificar a
semelhan¢a morfolégica das células tanto no controle (Figura 4.41a), quanto nas células que
estavam em contato com a Amostra 1(Figura 4.41b). Os resultados indicaram que as células estao

vidveis, comprovando que o material ndo é citotoxico.

(a) I 5!
Figura 4.41 — Imagens obtidas por estereoscépio da morfologia celular apds 13 dias. (a) Grupo
controle. (b) Células cultivadas com a pastilha porosa feita com material sintetizado, indicando
que a Amostra 1 ndo € citotdxica. Objetiva de aumento de 4x.

As imagens (Figura 4.42) de microscopia feitas no material apés 13 dias de cultura
apresentaram células muito bem aderidas e espalhadas na superficie e nos poros.

A Figura 4.42 (a) apresentou a pastilha sem células aderidas na superficie para poder ajudar
na identificagdo dos pontos onde ocorreu a adesdo e proliferacdo celular.

Na imagem (b) a superficie da Amostra 1 foi totalmente recoberta por células, mostrando
total afinidade das células com o material.

Na imagem (c) foi possivel visualizar as células aderidas em uma fratura demonstrando a

possivel migracdo das células através dos poros para a parte interna do scaffold.
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Figura 4.42 — MEV da Amostra 1 com células aderidas. (a) Pastilha sem células. (b) Pastilha
com a superficie recoberta por células. (¢) Células aderidas na amostra e visualizadas a partir de
uma fratura no material. (d) Detalhe das células tampando um poro. (e) Detalhe da célula aderida
na superficie interna. (f) Célula aderida e espalhada na superficie do scaffold.
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A Figura 4.42(d) mostrou o mecanismo de recobrimento da superficie da Amostra 1
realizado pelas células, além de ilustrar as células tampando um poro.

A imagem (e) apresentou uma parte da superficie interna do scaffold, onde as células
aderiram e espalharam.

Na imagem (f) estd uma regido do scaffold, onde foi possivel visualizar a morfologia das
células aderidas e espalhadas na superficie do scaffold.

Em geral as células interagiram bem com as pastilhas porosas, pois elas aderiram tanto na

superficie quanto nas regides internas do scaffold.

4.14.2 Amostra 2

Os resultados in vitro da Amostra 2 (amostra tipo B- Pastilha sinterizada a 1330°C) foram
apresentados anteriormente nos testes inicias. Esta amostra (testes realizados na FMDUP e
FEUP) foi que apresentou os melhores resultados nos testes anteriores, € por este motivo 0os seus

parametros de producdo foram utilizados para os scaffolds dos testes finais (Amostras 1, 2, 3 e
4).

4.14.3 Amostra 3

A Figura 4.43 apresentou os resultados de cultura celular do controle e da Amostra 3, apés
13 dias, onde foi realizado o cultivo de células tronco mesenquimais. A semelhanca morfol6gica
das células do grupo controle (Figura 4.43a) com as células cultivadas junto a Amostra 3 (Figura
4.43b) indicaram que a Amostra 3 ndo € citotéxica, pois a imagem das células do controle foi
visualmente semelhante as células que estdo junto com a Amostra 3, indicando que o scaffold nao

interferindo no crescimento células.
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(b)

Figura 4.43 — Imagens obtidas por estereoscopio da morfologia celular apds 13 dias. (a) Grupo
controle. (b) Células cultivadas junto com a Amostra 3 (esponja cerimica feita com material
sintetizado) indicando que a amostra ndo € citotoxica. Objetiva de aumento de 4x.

As Figuras 4.44 (a), (b), (c) e (d) apresentaram os resultados de cultura celular apds 13 dias
feita na Amostra 3. Os resultados apresentaram células aderidas e espalhadas na superficie da
esponja ceramica.

A imagem (a) apresentou o scaffold antes da cultura celular para poder ajudar na
comparacao e identificacdo dos pontos onde ocorreram a adesdo e espalhamento celular.

A imagem (b) mostrou a superficie da Amostra 3 com células recobrindo parcialmente sua
estrutura, mostrando a afinidade da célula com o material.

A imagem (c) mostrou uma parte da parede estrutural da Amostra 3 recoberta por células
que contornaram a estrutura da esponja, indicando uma boa adesdo e compatibilidade celular com
o material, além de apresentar uma possivel migracdo das células para o interior do scaffold.

A imagem (d) mostrou uma regido da esponja (Amostra 3) onde a célula estd aderida e
espalhada na superficie.

Em geral as células interagiram bem com a Amostra 3, pois elas aderiram em vdrias partes

da esponja e se mostraram espalhadas.
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Figure 4.44 — MEV realizado na Amostra 3 com células aderidas. (a) Esponja sem células. (b)
Esponja com as células aderidas na superficie da parede. (c) Detalhe das células aderidas na
parede da esponja. (d) Detalhe das células aderidas na superficie interna da parede da esponja.

4.14.4 Amostra 4

Foi utilizada como controle positivo de toxidade (CPT) uma solu¢do de meio Ham F10
com 10% SFB (soro fetal bovino) e 10% de Fenol e como controle negativo de toxidade (CNT) o
extrato de poliestireno. O Fenol (4cido carbdlico) foi utilizado com controle positivo, pois este
elemento € altamente nocivo para as células, e é considerado sélido, cristalino, téxico, cdustico e

pouco solivel em dgua. O extrato de poliestireno (placa de cultura) foi utilizado como controle
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negativo, pois ndo oferece nenhum tipo de interferéncia ao desenvolvimento celular [OLIVEIRA,
P.P.M., 2008].

O ensaio de citotoxicidade direta (Figura 4.45a) visa a observacdo dos possiveis efeitos
deletérios sobre as células a partir do contato direto das mesmas com a superficie do material
estudado.

No ensaio de citotoxicidade indireta (Figura 4.45b) as amostras foram submersas em meio
Ham F10 [KIIRKPATRICK, C.J.; 1992] [SJOGREN, G.; et al.; 2000] [OLIVEIRA, P.P.M.,
2008]. O objetivo foi extrair as possiveis substancias toxicas soliveis eliminadas pelas amostras.

Tanto no ensaio de citotoxidade direta quanto no ensaio de citotoxidade indireta, a
Amostra 4 apresentou resultados melhores que o controle positivo, mostrando que a Amostra 4
pode ser considerada nio citotdxica.

Ocorreu uma diferenca muito grande em ambos os ensaios de citotoxicidade quando
comparado ao controle positivo no qual foi utilizado o fenol, substancia sabidamente citotéxica.

Os resultados nos levam a deduzir que a Amostra 4 nado foi citotoxica, visto que no ensaio
de citotoxicidade direta apresentou maior quantidade de células vidveis que o controle negativo
(Figura4.45a) e no teste de citotoxicidade indireta apresentou um resultado semelhante ao
controle (Figura 4.45b). Portanto, a Amostra 4 ndo impediu o crescimento das células, nem de
modo direto quando as células foram colocadas em cultura sobre sua superficie, nem de modo
indireto quando as células entram em contato apenas com elementos soliveis eliminados pelo

material.

E Ensaio de Citotoxicidade Direta Ensaio de Citotoxicidade Indireta
.:E,_ 1,6 1,4
.E 114 1,2
e 12 1
<0 1
s 0,8 08
=] ’
é 0,6 06
% 0,4 0,4
0,2 0,2
0 - o .
9 CPT CNT Amostra 4 CPT CNT Amostra 4
*CPT : Controle Positivo de Toxidade, CNT: Controle Negativo de Toxidade, Amostra 4: Esponja HA/TCP
(@ (b)

Figura 4.45 - Ensaio de citotoxicidade Amostra 4. (a) Direta. (b) Indireta.
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A microscopia eletronica de varredura feita na Amostra 4 (Figura 4.46) apds a cultura com

células tronco mesenquimais apresentou células aderidas e espalhadas na superficie e nos poros

do scaffold.
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Figura 4.46 — MEV realizado na Amostra 4 com células tronco mesenquimais. (a) Esponja sem células.
(b) Vista geral da esponja com a superficie recoberta por células. (¢) Detalhe de uma célula aderida e
tampando o poro. (d) Detalhe da célula espalhando para iniciar a sobreposicdo de um poro. (e) Células
aderidas na superficie interna. (f) Detalhe de uma célula no poro.
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A Figura 4.46(a) apresentou a esponja (Amostra 4) sem células aderidas na superficie para
poder auxiliar na identificagdo dos pontos onde ocorreram a adesdo e proliferacdo celular.

Na imagem (b) foram apresentadas as paredes da estrutura da esponja recobertas por
células, mostrando a afinidade delas com o material.

Na Imagem (c) foi apresentada uma parte da esponja onde as células aderidas estdo
sobrepondo o poro.

A Imagem (d) ilustra uma célula espalhando (prolongamentos do citoplasma) para iniciar a
sobreposicdo de um poro.

Na imagem (e) foi possivel ver células aderidas no interior do scaffold (Amostra 4)
recobrindo a superficie.

Na imagem (f) estdo visiveis algumas células aderidas, porém com parte de seus

citoesqueletos soltos, podendo ser visto de forma detalhada a morfologia das células.

Em geral a esponja ceramica (Amostra 4) interagiu bem com as células, pois elas aderiram
tanto na superficie quanto nas regides internas do scaffold. Em alguns pontos existiu a didvida se
havia ocorrido a formagao de fosfatos de célcio pelas células. Para se tentar comprovar este fato

foi realizada a andlise EDS pontual na Amostra 4 com células.

Foram realizadas duas medi¢des pontuais na regidao da Amostra 4 indicada na Figura 4.47 e
neste caso nao foi registrado nenhuma presenca de fosfato de cdlcio. Este resultado nos leva a
acreditar que as células recobriram a regido inteira da amostra presente na Figura 4.47. Este fato
foi comprovado quando se analisou a imagem e verificou que no poro do canto esquerdo inferior
existe uma camada de célula rompida e que nos leva a deduzir que no momento em que foi

realizado o procedimento de fixagc@o das células no material, elas estavam sobrepondo o poro.
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Figura 4.47 - EDS da Amostra 4 apds a realizacdo da cultura celular.

Foram também realizadas duas medi¢cdes pontuais na Amostra 4 na regido indicada na
Figura 4.48, porém neste caso, além das células terem recoberto a amostra elas aparentemente
liberaram cristais de fosfato de cdlcio. Esta suspeita apds andlise EDS em outra regido da
Amostra foi comprovada com as duas medi¢des pontuais realizadas por EDS e apresentadas na
Tabela 4.12. No caso apresentado nesta imagem (Figura 4.48) as duas medi¢des realizadas
indicaram a presenca de célcio e fosforo, portanto acredita-se que existiu a formacdo de cristais

de fosfato de calcio.
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Figura 4.48 - EDS da Amostra 4. Regido apresentando possivel liberacao de célcio pela célula.

Tabela 4.12 — Resultados das medi¢des pontuais realizadas pelo equipamento EDS.

(0) P Ca
Espectro 1 31,03 9,66 59,31

Espectro2 46,84 10,06 43,10

4.15 Ensaio in vivo (sem células tronco)

4.15.1 Amostra 4

As imagens obtidas por estereomicroscopio apresentam o local do defeito apds os periodos de
seguimento pré-estabelecidos. O defeito foi realizado no sulco exterior tibial com 3,2mm de
didmetro por 1,2mm de profundidade. Nas imagens apresentadas na Figura 4.49 foi possivel

observar nitidamente o local do defeito no grupo experimental no qual foi implantado o HA/alfa-
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TCP (Amostra 4) com tempos de seguimento de 7 e 14 dias. No grupo controle (defeito vazio)
com o mesmo tempo de seguimento o defeito dsseo foi de dificil visualizacdo devido a presenga

do tecido neoformado recobrindo a superficie do implante.

Grupos 7 dias 14 dias

GC

Amostra 4

Figura 4.49 - Imagens obtidas por estereomicroscopio das tibias pertencentes aos grupos: controle onde o
defeito permaneceu vazio (GC); e HA/alfa-TCP (Amostra 4) apds 7 e 14 dias de seguimento.

Nos demais tempos de seguimento Figura 4.50 (21 e 30 dias) ainda foi possivel observar o
HA/alfa-TCP (Amostra 4) implantado no local do defeito. Nestes grupos o material apresenta-se
associado a tecido neoformado, tornando a visualizacdo dificil quando comparada aos grupos
com tempos de seguimento mais curto (7 e 14 dias).

Nos GC com 21 e 30 dias (Figura 4.50) foi possivel observar que o padrao de crescimento do
tecido neoformado na regido do defeito foi preservado, apresentando assim como nos GC com 7

e 14 dias a presenca de grande quantidade de tecido recobrindo a regido da lesdo.

21 dias 30 dias

GC

Amostra 4

Figura 4.50 - Imagens obtidas por estereomicroscopio das tibias pertencentes aos grupos: controle onde o
defeito permaneceu vazio (GC); e HA/alfa-TCP (Amostra 4) apds 21 e 30 dias de seguimento.
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A Figura 4.51 apresentou os resultados obtidos utilizando o equipamento de radiografia.

No 7° dia a imagem do defeito com o scaffold (Amostra 4) foi semelhante ao defeito do
grupo controle, e a diferenca aparente na imagem foi que no defeito com a Amostra 4 foi possivel
visualizar o scaffold na radiografia.

Na imagem do 14° dia foi possivel visualizar uma estrutura porosa que vem a ser o scaffold
(Amostra 4) demonstrando uma estruturacdo do defeito, fato muito importante quando se deseja
guiar o crescimento das células e sua proliferacdo, mantendo a estrutura porosa natural do tecido
0sseo. A imagem do defeito 6sseo no grupo controle neste periodo apresentou um resultado

semelhante ao grupo controle no 7° dia.

Tempo de seguimento (dias)
14 21

Grupo

GC

Amostra 4

Figura 4.51 - Radiografias obtidas das tibias pertencentes ao grupo controle - GC (defeito
vazio) e Amostra 4 ap6s 7, 14, 21 e 30 dias de seguimento.

No 21° dia (Figura 4.51) ja ndo foi possivel visualizar na radiografia os poros referentes ao
scaffold (Amostra 4) que eram visiveis no 7° dia e no 14° dia. A imagem da radiografia no 14° dia

apresentou um defeito com tonalidade cinza quase igual ao do osso levando ao entendimento de
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que a densidade do local do defeito estava quase igual ao do osso sem defeito. O grupo controle
no 14° dia apresentou uma radiografia do defeito 6sseo com a tonalidade préxima ao do tecido
Osseo sadio, porém ainda com os limites do defeito bem demarcados.

No 30° dia ja quase nao foi possivel visualizar o defeito criado no inicio do experimento
devido a densidade do osso neoformado ser proxima ao tecido dsseo natural. Deve-se ressaltar
que o defeito 6sseo foi estruturado e guiado pelo scaffold (Amostra 4). O defeito do grupo
controle no 30°dia apresentou bons resultados, pois quase nao foi possivel visualizar o contorno
do defeito, isso devido a reconstru¢do do tecido ésseo, porém de forma ndo guiada.

O resultado no 30° dia de ensaio de ambas as amostras foram semelhantes com relagcdo a
densidade Ossea, porém a estrutura formada poderd ser visualizada nas imagens de microscopia

eletronica de varredura.

A Figura 4.52 apresenta as imagens dos resultados da Amostra 4 e do grupo controle (sem
células), obtidos no ensaio in vivo por imagens de MEV.

No 7°dia o defeito estava bem estruturado e com o0s poros bem ressaltados gracas ao
scaffold implantado, além de apresentar uma adesdo e integracdo aparentemente total com o
tecido 6sseo. O grupo controle apresenta uma estrutura irregular e deformada devido a falta de
uma estrutura de apoio.

No 14°dia a Amostra 4 apresentou uma estrutura ndo muito porosa, porém alinhada e bem
estruturada semelhante com o visualizado na radiografia. O grupo controle apresentou uma
formagcao melhor estruturada apds 7 dias de cultura celular, porém ainda irregular e
desorganizada apresentando poros muito grandes em alguns pontos e a ndo existéncia de poros
em outros pontos.

No 21°dia a Amostra 4 apresentou uma estrutura 6ssea bem organizada e com a camada
superficial bem alinhada, além de apresentar poros novos, e maiores que os do proprio scaffold
implantado, demonstrando a morfologia do novo tecido formado. O grupo controle apresenta
uma estrutura ¢ssea bem formada externamente, porém a parte interna apresentou uma grande

desorganizacao.
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Figura 4.52— MEV dos testes in vivo sem células tronco mesenquimais. GC — Grupo controle.
Amostra 4 - Esponja HA/alfa-TCP.

No 30° dia (Figura 4.52) de ensaio o grupo com a Amostra 4 e sem as células
mesenquimais apresentaram uma estrutura muito semelhante ao tecido 6sseo natural, porém
apenas com uma pequena camada do scaffold préximo a camada superficial do tecido 6sseo. O
grupo controle sem células MSCs apresentou a camada superficial 6ssea bem reconstruida, porém
o0 seu interior estava ainda muito desorganizado e com a estrutura sem uniformidade.

Os resultados de microscopia, assim como os resultados da radiografia nos deram
informacdes referentes a formacgao do tecido 6sseo, porém com as imagens de microscopia foi
possivel verificar a morfologia e a organizacdo do tecido neoformado.

Nos testes realizados, em geral o defeito com a Amostra 4 teve o crescimento do tecido
dsseo guiado e aparentemente organizado, ja o tecido neoformado no defeito vazio, apresentou
caracteristicas que indicam a ocorréncia de uma grande desorganizacdo no crescimento deste

novo tecido.
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4.16 Ensaio in vivo (com células tronco)

4.16.1 Amostra 2

Histologia

O scaffold HA/TCP (Amostra 2) apresentou bons resultados no ensaio in vitro e foram

demonstrados no ensaio MTT, na lupa de fluorescéncia e na microscopia confocal e este fato

justificou a realizacdo dos testes in vivo (Figura 4.53 e 4.54).

Figura 4.53 — Histologia da lamina obtida da Amostra 2 com células tronco mesenquimais de
polpa dentdria com 5x de aumento. Setas: indicam as ilhas de neoformacdo dssea. Triangulos:
indicam infiltrados inflamatdrios no material.

Os compdsitos em forma de pastilhas cerdmicas porosas apresentaram boa adesdo e

proliferagdo celular em sua superficie e poros, esses resultados obtidos foram muito importantes,
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pois prova que o material ndo € citotoxico. Nos resultados in vivo segundo imagens de histologia
apos os 56 dias de ensaio, foi verificado a presenca de reacdo inflamatdria cronica granulomatosa
do tipo corpo estranho, tanto no scaffold com célula tronco mesenquimal, quanto no grupo
controle onde foi implantado somente o scaffold. Essa reacdo inflamatdria (indicada por
tridngulos) foi considerada normal para o periodo avaliado e precede a neoformacdo dssea. Este

processo de formacdo de tecido 6sseo foi verificado nas regides onde existem ilhas de tecidos

neoformados indicados por setas (Figura 4.53 e 4.54).

A ! \
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Figura 4.54 — Histologia da lamina obtida da Amostra 2 grupo controle sem células. Com
aumento de 5x. Setas: indicam as ilhas de neoformacao dssea.

A Figura 4.54 representou as imagens obtidas a partir das laminas de histologia da
Amostra 2 que ndo foram semeadas com células tronco e foram denominadas grupo controle.
Nesta figura foi possivel verificar a neoformacgdo dssea indicada por setas, porém em quantidades
inferiores aos resultados obtidos quando se utilizou células tronco (Figura 4.53), além disso, a
intensidade celular que precede a neoformacgdo dssea nesta condicao foi visivelmente reduzida e

quase inexistente.
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Estes resultados indicaram que a presenca de células tronco mesenquimais nos scaffolds
implantados potencializou a neoformacao dssea, principalmente no interior dos scaffolds, onde o
crescimento dsseo decorrente da formac@o ndo induzida por células tronco foi mais dificil. Fato
este que pode ser constatado pelas inimeras ilhas de neoformacdo 6ssea (Figura 4.53) envoltas
por infiltrados inflamatdrios que precedem a formacao dssea.

Normalmente nos ensaios in vivo em biomateriais ocorrem o encapsulamento fibroso nos
materiais implantados, essa reagdo ao corpo estranho foi considerada normal. A espessura do
encapsulamento fibroso determina o quao compativel foi o material, ou seja, quanto menor a
espessura do encapsulamento mais biocompativel foi o material. Os fosfatos de calcio que foram
os materiais utilizados neste trabalho também apresentaram esse encapsulamento fibroso.

O que ocorreu nos primeiros dias foi uma resposta inflamatdria aguda originada devido a
trefina causar necrose no tecido adjacente ao defeito 6sseo criado. O corpo hospedeiro reage
gerando uma reacdo inflamatéria aguda. No processo de reacdo inflamatdria aguda, os leucdcitos
destroem o tecido danificado e enviam sinais aos macrofagos, que ingerem e digerem oS
antigenos e o tecido morto. A partir desta reacdao inflamatoria inicial o organismo identifica o
material implantado como “corpo estranho” e induzem uma rea¢ao inflamatéria crénica do tipo

corpo-estranho.

4.16.2 Amostra 4

A Figura 4.55 obtida por estereomicroscopio apresentou o local do defeito na tibia dos ratos
apos os periodos de seguimento pré-estabelecidos.

O defeito foi criado no sulco exterior tibial com 3,2mm de didmetro por 1,2mm de
profundidade.

Nas imagens do grupo da Amostra 4 com células MSCs do 7° dia e 14° dia foi possivel
observar a formac¢ao de um tecido sobre a regido do defeito, tecido este criado como resultado da
cicatrizagdo. O grupo controle (defeito com células MSCs) no 7° dia e 14° dia de seguimento
apresentou também a formagdo de um tecido sobre o defeito, porém por ndo ter o scaffold o

defeito dsseo apresenta um leve rebaixo na superficie.
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Amostra 4

Figura 4.55 - Imagens obtidas por estereomicroscOpio das tibias pertencentes aos grupos:
controle onde o defeito foi semeado com células MSCs (GC) e HA/alfa-TCP (Amostra 4) com
células MSCs ap6s 7 e 14 dias de seguimento.

Na Amostra 4 com células MSCs nos tempos de 21 e 30 dias (Figura 4.56) ndo existe mais
a presenga do tecido sobre a regido do defeito, porém ainda foi possivel observar a presenca do
scaffold no 21° dia e no 30° dia o scaffold ja foi totalmente incorporado ao tecido neoformado,
tornando a visualizacdo dificil quando comparada aos grupos com tempos de 7 e 14 dias de
seguimento (Figura 4.55).

Nos GC (grupo controle) com 21 e 30 dias foi possivel observar que ocorreu o crescimento
de tecido 6sseo na regido do defeito, pois neste periodo ndo existe mais o rebaixo na superficie

como foi constatado no 7° e 14° dia.

Grupos 21 dias 30 dias

GC

Amostra 4

o

Figura 4.56 - Imagens obtidas por estereomicroscOpio das tibias pertencentes aos grupos:
controle onde o defeito foi semeado com células MSCs (GC) e HA/alfa-TCP (Amostra 4) com
células MSCs ap6s 21 e 30 dias de seguimento.

121



A Figura 4.57 apresenta as radiografias realizadas na Amostra 4 e no grupo controle
semeados com células tronco mesenquimais.

O grupo controle com células MSCs no 7° dia apresenta uma fratura no canto esquerdo
inferior do furo, porém ndo apresenta nenhuma alteracdo na morfologia do osso. A fratura pode
ter ocorrido possivelmente por dois fatores: ou foi devido ao processo de trefinacao (furacdo); ou
foi durante o periodo de recuperacdo dos animais, que por causa do defeito dsseo criado a
resisténcia mecanica diminui consideravelmente. Por se tratar de poucos dias a regido do defeito
apresentou uma diferenca muito grande de densidade quando comparado com a regido do 0sso
natural. O defeito com a Amostra 4 com células apresentou uma pequena diferenca de densidade
entre a regido do defeito e do osso natural, porém foi possivel visualizar a porosidade da esponja
presente no defeito.

No 14° dia o grupo controle apresentou resultados parecidos ao 7°dia, porém com um
pequeno aumento na densidade do osso na regido do defeito representando um possivel
crescimento de tecido sseo. No scaffold com células foi possivel visualizar uma diferenga na
densidade do osso na regido do defeito que representa a formacao do tecido 6sseo, além de ainda
ser possivel visualizar uma estrutura porosa que vem a ser o scaffold. Essa estrutura demonstrou
ser estdvel, portanto foi adequada para guiar as células durante o crescimento e proliferacao,
mantendo a estrutura porosa natural do tecido 6sseo.

No 21°dia o grupo controle com células apresentou uma fratura no osso, porém na regiao
do defeito 6sseo a densidade estava muito préxima ao do osso natural representando o tecido
neoformado. No grupo da Amostra 4 a densidade estava proxima a do osso natural, porém ainda
foi possivel visualizar a porosidade do scaffold, mas somente na regido central, indicando a
presenca de tecido neoformado nas extremidades e a integracdo do scaffold com os tecidos
adjacentes.

No 30° dia o grupo controle apresentou bons resultados, porém a densidade estava diferente
do osso natural indicando que ndo ocorreu a formagdo completa do tecido 6sseo natural. No
grupo com a Amostra 4 a regido superior do defeito 6sseo estava com a densidade idéntica com a
do osso porém na regido inferior ainda existiu diferenca de densidade. Na regido central ainda foi
possivel constatar tragos da porosidade do scaffold, este fato representou a reabsorcao do scaffold

em algumas regides formando tecido 6sseo novo.
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Figura 4.57 - Radiografias obtidas das tibias pertencentes ao grupo controle (GC) com células
mesenquimais (defeito vazio) e HA-TCP (Amostra 4) com células mesenquimais, apds 7, 14, 21
e 30 dias de seguimento.

Grupo

A Figura 4.58 apresentou os resultados de microscopia eletronica de varredura do ensaio in
vivo realizado na Amostra 4 e no grupo controle (com células tronco mesenquimais).

A Amostra 4 com as MSCs no 7° dia, apresentou uma regido bem estruturada pelo scaffold
e devido ao pouco tempo de ensaio as amostras ainda apresentaram a morfologia dos poros
semelhantes ao inicio do teste, porém apresentou boa fixacdo e integracdo com o tecido 0sseo
natural. O grupo controle com células MSCs apresentou uma estrutura mais uniforme do que o
grupo controle (Figura 4.52) que ndo foi semeado com as MSCs, além do tecido neoformado
aparentemente ser maior.

No 14°dia o scaffold com células apresentou uma estrutura com poros menores indicando a
tendéncia das células em fechar os poros. Em alguns pontos foi possivel visualizar na figura que
as células fecharam alguns poros, além disso, a drea onde se encontrava o scaffold (Amostra 4) os

poros estavam menores indicando o processo continuo de fechamento dos poros. O grupo
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controle no 14° dia apresentou uma estrutura em forma de voértice e um pouco desuniforme.
Aparentemente os microporos diminuiram dando uma impressdo visual de estar mais densa,
porém em contrapartida apareceram poros maiores na regido central.

No 21° dia a estrutura 6ssea estava mais bem organizada e com a camada superficial bem
alinhada, além de ter apresentado poros pequenos devido ao recobrimento causado pelo tecido
Osseo neoformado. Aparentemente a integracdo foi completa. O grupo controle apresenta uma
estrutura 6ssea bem formada e com a regido central em alguns pontos aparentemente densificada
e desorganizada, mas ao entorno desta regido a amostra apresentou porosidade adequada.

No 30° dia a estrutura Ossea formada estava semelhante ao tecido Osseo natural
apresentando em alguns pontos certa mudanga na morfologia do scaffold (Amostra 4) se tornando
semelhante ao tecido 6sseo natural presente na regido de contato. Um fato interessante foi a
presenca do crescimento de tecido dsseo nos poros, demonstrando a neoformagdo dssea na parte
interna dos scaffolds. O grupo controle com as células MSCs apresentou a camada superficial
dssea bem reconstruida, com poros fechados, porém apresentou dois poros grandes no centro, que
possivelmente sdo caminhos formados para a passagem de fluidos devido a falta de poros

menores espelhados pela estrutura.

Tempo de seguimento (dias)

7 14 21 30

Grupo

GC

Amostra 4

Figura 4.58 - MEV teste in vivo com células tronco mesenquimais. GC - Grupo controle.
Amostra 4 - HA/alfa-TCP.
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5 CONCLUSOES

Os objetivos propostos foram atingidos com éxito, pois se conseguiu produzir
nanoparticulas de fosfatos de célcio pela nova rota baseada na sacarose para a formacao do gel e
com essas nanoparticulas conseguimos produzir os dois tipos de scaffolds que foram propostos
no inicio do trabalho. Em todas as caracterizacdes realizadas, os resultados dos scaffolds feitos
com material sintetizado, foram muito bons e préximos dos obtidos a partir de materiais
importados.

Concluiu-se que os materiais sintetizados e as técnicas aplicadas para a producdo dos
scaffolds foram eficientes e nos permitiu pensar na proxima etapa que € aperfeicoar os processos
e técnicas utilizadas, e assim produzirmos os materiais e os scaffolds em larga escala.

A nova técnica de aplicacdo de solugdo coloidal para a formagao da barbotina se mostrou
muito eficiente, pois por comparacdo com a literatura, constatou-se os bons resultados que
obtivemos, em relagdo a resisténcia mecanica dos scaffolds.

As amostras segundo os ensaios realizados ndo foram degradadas, porém nos testes in vivo,
se constatou certa reabsorcao dos scaffolds durante a neoformacao déssea, demonstrando que os
scaffolds atenderam os objetivos propostos.

Cada tipo de scaffold tem uma aplicacao apropriada, pois as pastilhas sdo indicadas onde se
necessita mais resisténcia mecanica e as esponjas sdo indicadas para locais onde a resisténcia
mecanica nao € importante, mas que necessita de uma intensa irrigagao tecidual.

Com as células tronco mesenquimais semeadas nos scaffolds a formagao tecidual foi mais
intensa e guiada indicando uma grande redu¢do no tempo de recuperacdo do tecido injuriado,
além de apresentar uma grande integracdo com o tecido dsseo natural.

Com o MET e EELS foi verificado que, na amostra gel HA o tamanho das particulas é de
aproximadamente 20 nm e com indicios de nanoparticulas com 5 nm, porém também foram
verificados cristais de 500 nm formados por nanoagulhas de aproximadamente 20 nm de largura
por 100 nm de comprimento. Este tipo de formacdo ndo foi encontrado nas amostras que
utilizaram sacarose no processo.

Com MET as amostras gel de HA feita com sacarose, e gel de TCP feita com sacarose nao

foram localizados cristais de 500 nm como na amostra gel de HA sem sacarose, foram
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encontrados em sua maioria cristais de 50 nm e na amostra gel HA com sacarose foram
encontrados muitos cristais de 10 nm de largura por 50 nm de comprimento e vérias
nanoparticulas esféricas com aproximadamente 5 nm de didmetro. Esses resultados comprovam a
eficiéncia da sacarose em manter as nanoparticulas separadas durante a sintese, garantindo a
formacdo de particulas menores quando se compara com o processo tradicional.

Com base nos resultados apresentados neste trabalho deduziu-se, que os poros e a estrutura
da Amostra W ndo sao muito indicados devido a espessura das paredes nao permitir uma boa
fixacdo das células, além de serem mais frageis ao manuseio quando comparados com a
Amostra X.

A Amostra X apresentou uma boa estrutura que aparentemente deu boas condi¢des para a
adesdo celular, apesar disso ndo foi possivel superar os bons resultados da Amostra Z.

A Amostra W ndo sofreu degradacdo aparente, porém ocorreram algumas quebras no
manuseio, fato que ndo ocorreu com a Amostra Z, portanto podemos concluir que a Amostra Z
proporciona melhores condi¢des de trabalho para a realizac@o dos testes in vitro e in vivo.

Com os resultados de microscopia eletronica de varredura e difracdo de raios X foi
comprovado que os scaffolds calcinados a 725°C ainda possuem a estrutura em escala nano.

Com os resultados iniciais foi possivel comprovar que a melhor temperatura de trabalho foi
1330°C, devido a melhor facilidade de manuseio das amostras, além de proporcionar a melhor
superficie para a adesdo celular.

Os resultados dos ensaios de potencial Zeta realizados nos testes iniciais indicaram,
segundo a literatura que materiais que partem de nanoparticulas possuem maior chance de terem
boa adesdo celular quando comparados com microparticulas.

As imagens de microscopia e microtomografia comprovaram que as amostras produzidas
apresentaram estruturas com porosidade adequada para cultivo e crescimento celular.

A difracdo de raios X comprovou que os materiais nanoparticulados mesmo apds a mistura
para a fabricacdo dos compositos (scaffolds), ainda mantiveram suas fases cristalinas, tanto nos
materiais comerciais quanto nos materiais sintetizados.

Os resultados da andlise por fluorescéncia de raios X comprovaram que os materiais
utilizados nao continham metais pesados como contaminantes.

A diferenca mais evidente entre os dois tipos de scaffolds foi a porosidade, pois € possivel

verificar que na Amostra 3 (esponja) os poros sdo interconectados e com tamanho apropriado
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para crescimento celular. Essas caracteristicas possibilitaram a adesdo celular na superficie e
facilitaram a movimentacdo das células para o interior do scaffold, fato que ndo aconteceu de
forma tao facil com as pastilhas devido a interconex@o entre os poros das pastilhas serem

menores.
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6 SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

- Fazer e caracterizar scaffolds recobertos com um filme de PLLA e comparar esses
resultados com os resultados de scaffolds recobertos com um filme de coldgeno.

- Construir um biorreator que seja capaz de reproduzir um ambiente com condicdes 0 mais
semelhante possivel ao meio natural, onde se utilizard células tronco mesenquimais para
criar tecidos com caracteristicas do tecido 6sseo natural. Para isso poderao ser utilizados
os scaffolds desenvolvidos neste trabalho que tem a funcdo de dar suporte para o
espalhamento e crescimento celular durante a neoformacao dssea.

- Fazer teste in vivo nos scaffolds feitos com materiais sintetizados no LABIOMEC-FEM-
UNICAMP.

- Preparar nanoparticulas de fosfatos de cédlcio para a utilizacdo na mdaquina de
prototipagem rapida.

- Fazer scaffolds utilizando o equipamento de prototipagem rapida e comparar os resultados
obtidos com os deste trabalho.

- Realizar ensaios mecanicos para comparagao: no 0sso com scaffold semeado com células
tronco mesenquimais; no osso com defeito criado por trefina; e no osso sem defeito.
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