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Resumo

A variedade de sitios anatomicos e diferentes propriedades mecanicas sdo essenciais para
o €xito em cirurgias de reconstru¢cdo dssea, com isso tratamentos envolvendo fraturas complexas,
perda Ossea e préteses sdo beneficiadas com o uso dos biomateriais. Com o presente estudo,
buscou-se uma proposta original no uso de um biomaterial compdsito para implantes na regido
da mandibula, a singularidade deste dispositivo € a estrutura fisica do material, que € composto
por um nuicleo denso em uma matriz porosa. As influéncias das estruturas e dos materiais
utilizados foram analisadas por caracterizacdes fisicas, quimicas e as atividades celulares em
ensaios in vitro, analisando o comportamento dessas em condi¢des similares ao ambiente de
implantacdo o que permitiu qualificar este biomaterial. Para tanto, foram sintetizados reagentes
primdrios para a sintese de fosfato tricdlcico (a-TCP), que ao ser hidrolisado resultou em
whiskers de hidroxiapatita. As ceramicas foram caracterizadas pelas andlises de difracdo de raios
X (DRX), fluorescéncia de raios X (FRX), microscopia eletronica de varredura (MEV) e ensaio
de citotoxicidade. As diversas composi¢des poliméricas e compodsitas foram analisadas
utilizando os resultados obtidos pelos ensaios de angulo de contato, calorimetria exploratdria
diferencial (DSC), microscopio de for¢a atdmica (MFA), microscopia dptica com luz polarizada
(MO), ensaio mecanico de tracdo e ensaios in vitro com células U20S. Os suportes
tridimensional passaram por andlises como de: ensaio mecanico de compressao e ensaios in vitro
com células tronco mesenquimais. Os estudos foram realizados para a verificacdo do potencial
de aplicacdo clinica desse material na engenharia tecidual Ossea. As amostras que se
apresentaram mais promissoras foram as de composi¢des poli (g-caprolactona)/ 4cido oleico/
hidroxiapatita e poli caprolactona/ &4cido oleico. Resisténcia mecanica, hidrofilicidade,
rugosidade, cristalinidade, espraiamento celular e osteoinducdo foram os critérios utilizados
neste trabalho. Os resultados obtidos demostraram-se promissores € irdo incentivar pesquisas

futuras envolvendo estes materiais.

Palavras Chave: Engenharia tecidual; Poli (€-caprolactona); Hidroxiapatita; Surfactantes; Célula
tronco.

X



Abstract

The variety of anatomical sites and different mechanical properties are essential to the
success of surgery bone reconstruction. Treatments involving this complex fractures, bone loss
and prosthetics are benefited with the use of biomaterials. In the present study, we sought to an
original use of a composite biomaterial for implants in the jaw area, the uniqueness of this device
is the physical structure of the material, which is composed of a dense core in a porous matrix.
The influences of structures and materials were analyzed by characterizing the physical,
chemical and cellular activities in in vitro assays, analyzing the behavior of those in similar
conditions to the deployment environment which would allow qualifying this biomaterial.
Therefore, primers were synthesized reagents for the synthesis of tricalcium phosphate (a-TCP),
which when hydrolyzed resulted in hydroxyapatite whiskers. The ceramics were characterized by
analysis of X-ray diffraction (XRD), X-ray fluorescence (XRF), scanning electron microscopy
(SEM) and cytotoxicity assay. The various compositions were analyzed using the results
obtained by contact angle tests, differential scanning calorimetry (DSC), atomic force
microscope (AFM), optical microscopy with polarized light (OM), mechanical tests and in vitro
assays with cells U20S. The scaffolds have undergone analyzes as: mechanical compression test
and in vitro assays with mesenchymal stem cells. Studies were conducted to verify the potential
clinical application of this material in bone tissue engineering. Because the analysis of the results
of the characterizations, the samples which were the most promising compositions of poly (e-
caprolactone) / oleic acid and poly(e- caprolactone)/ oleic acid/ hydroxyapatite. Mechanical
strength, hydrophilicity, roughness, crystallinity, cell spreading and osteoinduction were the
criteria used in this work. The results showed to be promising and will encourage future research

involving these materials.

Key words: Tissue engineering; poly (e-caprolactone); hydroxyapatite; surfactants; stem cells.
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1 INTRODUCAO

Com o avango da medicina e a evolugdo nos tratamentos clinicos e cirdrgicos os
biomateriais t€ém uma contribui¢do importante no cendrio mundial, fato este comprovado pela
taxa de crescimento de mercado de 11% ao ano o que representa a quantia de 35 bilhdes de
dolares gerados neste segmento. Dentre os diversos itens comercializados, os transplantes de
tecido 6sseo ganham destaque com a producdo de 2,2 milhdes de enxertos anualmente
(American Academy of Orthopaedic Surgeons, 2012). A complexidade envolvida na édrea de
reconstru¢do 6ssea exige uma evolugdo constante dos biomateriais. Fatores como, variedade de
sitios anatomicos e propriedades mecanicas sdo essenciais para o éxito em cirurgias de
reconstru¢do Ossea, com isso tratamentos que envolvem fraturas complexas, perda dssea e
préteses sao beneficiadas com o uso dos biomateriais.

Empresas e universidades aumentaram os investimentos em pesquisas com polimeros
biodegraddveis com o foco em aplicagdes biomédicas. Algumas linhas de pesquisas sdo bastante
promissoras como a criacdo de tecidos extracorpdreas através de cultivo de células e sua
subsequente introduc¢io no organismo; outras utilizam o implante de uma matriz porosa na regiao
danificada, onde se espera a infiltracdo, adesdo, proliferacdo e diferenciacio de células
autégenas. Em ambas as técnicas, hd necessidade de se desenvolver matrizes com caracteristicas
adequadas e compativeis com os tecidos vivos. Assim o entendimento da relacdo entre a
estrutura, morfologia, propriedades fisicas e mecanicas é o principal objetivo quando se almeja
um novo design em biomaterial. A estrutura éssea humana possui diversas caracteristicas
intrinsecas a cada regido. Mandibula, tibia e disco cervical sdo locais com altas solicitacdes
mecanicas, assim reparos nessas regides necessitam de biomaterias que suportem tal esforcgo,
usualmente esses materiais devem apresentar resisténcia mecanica superior a 150 MPa e uma
degradabilidade superior a seis meses (Saiz, et al., 2012).

Com o presente estudo, buscou-se uma proposta original para o uso de um biomaterial
compdsito para implantes na regido da mandibula, a singularidade desse dispositivo € a estrutura
fisica do material, que é composto por um nucleo denso em uma matriz porosa. As influéncias

das estruturas e dos materiais utilizados foram analisadas por caracterizacOes fisicas, quimicas e



as atividades celulares em ensaios in vitro, analisando o comportamento dessas em condi¢des

similares ao ambiente de implantacdo permitird qualificar este biomaterial.

2 OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral propor o desenvolvimento de um substituto ésseo

artificial, que possua caracteristicas biomiméticas a regido implantada, focalizando o uso em

odontologia na regido mandibular. A matriz tridimensional (scaffold) foi composta pelo polimero

poli (e-caprolactona) e a ceramica bioativa - whiskers de hidroxiapatita, com um nicleo denso no

interior do scaffold poroso.

2.2.0bjetivo especifico:

Produzir amostras densas do compésito alterando a concentracdo de
polimero/ceramica, observar sua morfologia e resisténcia mecanica a compressao;
Produzir amostras porosas do compdsito alterando a concentracdo de
polimero/ceramica, observar sua morfologia e resisténcia mecanica a compressao;
Recobrir as amostras densas com uma camada porosa com 0 mesmo compdsito e
analisar sua adesao a area densa;

Caracterizagao das propriedades dos scaffolds e a influéncia do nicleo denso na
resisténcia mecanica;

Avaliar as alteracdes na morfologia, energia de superficie e rugosidade devido ao
uso de dispersantes e avaliar o comportamento de células frente a cada superficie;

Realizar ensaios in vitro e avaliar o comportamento das células em amostras
densas e porosas com composicdes com e sem adigdo de whiskers de

hidroxiapatita.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Tecido osseo

Um dos aspectos importantes a considerar para o desenvolvimento de materiais
biocompativeis, estd primeiramente, em estudar as caracteristicas e funcdes do tecido natural a
substituir.

O tecido 6sseo € o constituinte principal do esqueleto, serve de suporte para as partes
moles e protege os 6rgaos vitais, como os contidos nas caixas cranianas e tordcicas, € no canal
raquidiano. Este aloja e protege a medula dssea é responsdvel por formar células do sangue.
Além de proporcionar apoio aos miusculos esqueléticos, transformando suas contracdes em
movimentos uteis, constitui um sistema de alavancas que amplia as forcas geradas na contragao
muscular. Nao menos importante, o tecido 6sseo também possui a fungdo de depdsito de cdlcio,
fosfato e outros ions, importantes para o equilibrio do corpo humano, armazenando-os ou
liberando-os de maneira controlada de acordo com a concentragdo nos liquidos corporais
(Junqueira, et al., 1999).

Sendo um tipo especializado de tecido conjuntivo, o tecido 6sseo € formado por células e
uma matriz extracelular calcificada, a matriz 6ssea. As células sdo os ostedcitos, os osteoblastos
e os osteoclastos. Cada célula é responsdvel por determinadas fungdes nesse tecido, como por
exemplo, os ostedcitos, sdo essenciais para a manutengao da matriz éssea, os osteoblastos, sdo os
produtores da parte orginica da matriz e os osteoclastos, participam dos processos de
remodelacdo dsseas.

Todos os ossos sdo revestidos em suas superficies externas e internas por membranas
conjuntivas que possuem cé€lulas osteogénicas, o peridsteo e o enddsteo, respectivamente. As
suas principais funcdes sdo a nutricdlo e o fornecimento de novos osteoblastos, para o
crescimento e a recuperagdo do tecido Osseo (Peterson, et al., 1942).

Os ostedcitos sdo as células encontradas no interior da matriz 6ssea, ocupando as lacunas
das quais partem canaliculos, sendo que cada lacuna contém apenas um ostedcito. Dentro dos

canaliculos, os prolongamentos dos ostedcitos estabelecem contatos através de juncgodes



comunicantes, por onde podem passar pequenas moléculas e fons, de um ostedcito para o outro.
O pequeno espaco entre os prolongamentos celulares e as paredes dos canaliculos estabelece vias
de transporte de nutrientes e metabdlitos, entre 0s vasos sanguineos e os ostedcitos situados na
profundidade do tecido 6sseo (Junqueira, et al., 1999).

As células que sintetizam a parte organica da matriz, como o coldgeno tipo I,
proteoglicanas e glicoproteinas adesivas sdo os osteoblastos. Essas células sdo capazes de
concentrar fosfato de cdlcio, participando da mineralizacdo da matriz. Sua localizacdo se
concentra nas superficies dsseas. O osteoblasto quando aprisionado pela matriz dssea passa a ser
chamado de ostedcito. A matriz se deposita ao redor do corpo da célula e de seus
prolongamentos, formando assim as lacunas e os canaliculos. A matriz dssea, recém formada,
adjacente aos osteoblastos ativos, e que ndo estd ainda calcificada, recebe o nome de ostedide
(Junqueira, et al., 1999).

Os osteoclastos sdao células mdveis, gigantes, extensamente ramificadas. Frequentemente,
nas dreas de reabsor¢do de tecido 6sseo encontram-se porcdes dilatadas dos osteoclastos,
colocadas em depressdes da matriz escavadas pela acdo enzimdtica e conhecidas como lacunas
de Howship. Os osteoclastos secretam dcido, coldgenos e outras enzimas que atacam a matriz e
liberam célcio (Junqueira, et al., 1999).

A parte inorganica da matriz dssea representa cerca de 50% de seu peso. Os fons mais
comumente encontrados sao o fosfato e o cdlcio, além do bicarbonato, magnésio, potdssio, sédio
e citrato em pequenas quantidades. O cdlcio e o fésforo formam cristais com estrutura de
hidroxiapatita. Os fons da superficie do cristal de hidroxiapatita sd@o hidratados, existindo,
portanto uma camada de dgua e ions em volta desse cristal. Essa camada € denominada capa de
hidratacdo facilitando a troca de fons entre o cristal e o liquido intersticial. A parte organica €
formada por fibras colagenas (95%) constituidas de colageno do tipo I e por pequena quantidade
de proteoglicanas e glicoproteinas adesivas (Cullinane, et al., 2008). Como o 0sso € uma mistura
de fibras tenazes (fibrilas de coldgeno do tipo I) e particulas sdlidas (cristais de fosfato de
célcio), ele apresenta boa resisténcia tanto a cargas compressivas quanto a cargas de tracao.

O osso pode assumir diferentes morfologias e fungdes, de acordo com sua localizacdo no
esqueleto humano (Cullinane, et al., 2008). O osso cortical, também chamado osso compacto, é
duro e forte e pode ser encontradas na superficie de ossos planos ou entre as duas extremidades

de ossos longos em mamiferos, onde é caracteristico do cortex d6sseo. Logo, o nome 0sso



cortical. No osso cortical, os canais vasculares sdo muito estreitos de forma que o osso cortical €
macroscopicamente sélido. Por outro lado, no osso trabecular esses canais sdo muito mais largos,
variando de um milimetro a um centimetro ou mais de didmetro (Kreider, et al., 2009).

Apesar de sua resisténcia as pressdes e da sua dureza, o tecido dsseo € muito maledvel,
sendo capaz de remodelar sua estrutura interna em resposta a modificacdes nas forcas a que esta
submetido. Um exemplo dessa plasticidade é a perda de um elemento dentdrio na arcada
dentdria, como o osso dessa regido estd sem a carga mastigatdria que era acostumada a ter, com o
passar dos anos esta regido 6ssea acaba atrofiando, reduzindo a quantidade dssea tanto em altura
como em espessura (Peterson, et al., 1942). O esqueleto contém 99% do célcio do organismo e
funciona como uma reserva desse fon. Ocorre um intercdmbio continuo entre o cdlcio do plasma
e 0 dos ossos. O célcio absorvido da alimentacdo € depositado no tecido dsseo, para manter esse
equilibrio. Existe um mecanismo duplo de mobilizacdo do calcio depositado nos ossos. Um dos
mecanismos € representado pela simples transferéncia dos ions dos cristais de hidroxiapatita para
o liquido intersticial, do qual o célcio passa para o sangue. Sendo puramente fisico é favorecido
pela grande superficie dos cristais de hidroxiapatita e tem lugar principalmente no 0sso
esponjoso (Oréfice, et al., 2006).

As propriedades mecanicas descrevem o comportamento do material quando sujeito as
tensdes externas. Deste modo, para a determinagdo das propriedades mecanicas do tecido 6sseo é
necessario que ele seja submetido a ensaios mecanicos. Como por exemplo, o ensaio mecanico a
compressao, o qual uma tensao produz contracdo e deformacdo em amostras cilindricas de osso
cortical. Na tabela 3.1 observam-se os diferentes tipos de solicitagdo mecanica que atuam em

ossos (Rodrigues, 2003).



Tabela3.1: Tipos de solicitagdo mecanica que atuam nos ossos (Rodrigues, 2003).

Efeito da solicitacio mecanica no o0sso e sua ocorréncia

Compressao Tende a diminuir o comprimento e aumentar a largura do
0sso. Nas vértebras dos membros inferiores.

Tracao Tende a aumentar o comprimento e separar as partes. Na
suspensdo em barra.

Flexao Atua através de um momento de for¢a que age em um plano

contendo o eixo longitudinal. As forcas dos musculos
atuando nos 0ssos longos.

Torcao Atua através de um momento de for¢a que age em um plano
perpendicular ao eixo longitudinal do osso. Nas fraturas de
tibia.

Cisalhamento Atua quando cargas sdo aplicadas de forma transversal a

superficie da estrutura e sdo contrérias entre si. Nas fraturas
do 0sso esponjoso e fémur.

3.2. Biomateriais

De acordo com a Clemson Advisory Board for Biomaterials, “um biomaterial ¢ uma
substancia sistémica e farmacologicamente inerte designada para implante ou para incorporagao
em sistemas vivos” (Park, et al., 2007). Assim, o termo biomaterial engloba todos os materiais
usados para aplicagdes médicas que estejam em interfaces com sistemas vivos ou outros sistemas
desenvolvidos para usos extracorporeos. Os biomateriais incluem metais, ceramicas, polimeros
naturais (biopolimeros), polimeros sintéticos de estruturas simples ou complexas.

Outra definicao ¢ a que “toda substancia (com excecao de drogas) ou combinacdo de
substancias, de origem sintética ou natural, que durante um periodo de tempo indeterminado €
empregado como um todo ou parte integrante de um sistema para tratamento, ampliacio ou
substituicdo de quaisquer tecidos, 6rgdos ou funcdes corporais”, segundo a Consensus
Development Conference (Williams, 1987).

Para que um biomaterial seja eficiente, ele necessita apresentar uma propriedade de
biocompatibilidade, ou seja, esse ndo pode gerar uma resposta danosa ao organismo. Assim, um
biomaterial e seus produtos de degradacdo devem ser tolerados pelos tecidos envoltdrios € nao

acarretarem prejuizos ao organismo a curtos e longos prazos. Para afirmar que um material é




biocompativel, atualmente existem normas padronizando ensaios e andlises que verificam as
respostas dos biomateriais aos organismos. Os danos sdo observados e classificados, segundo os
conceitos de algumas normas como a American Society for Testing Materials (ASTM), a
International Standards Organization (ISO) e a United States Pharmacopeia (USP).

Tendo em vista que a biocompatibilidade € uma propriedade importante para o uso
humano de biomateriais, fica evidente a necessidade do estudo in vitro e in vivo do
comportamento celular na interface com esses materiais. A norma ISO 10993-5, sob o titulo
geral de Avaliacdo Biologica de Dispositivos Médicos, apresenta como o principal objetivo a
protecdo de humanos, com a sua funcdo de servir como uma armacgdo para o planejamento das
avaliacdes bioldgicas que minimizem o nimero e exposicao de animais (ISO, 2009).

Outra propriedade relacionada a utilizagdo em humanos € a biofuncionalidade, ou seja, €
a capacidade do biomaterial em realizar a funcdo designada. Um exemplo dessa propriedade é a
necessidade de um material em reparar um tecido ou fixar uma fratura, assim é de extrema
importancia as propriedades fisicas, mecédnicas e quimicas do material.

O sucesso de um biomaterial e ou de sua implantacdo estd relacionada as propriedades de
biocompatibilidade e biofuncionalidade, e ndo menos importante, a condicao do sitio receptor e a
competéncia do cirurgido que implanta e monitora a proserva¢ao. Os biomateriais sdo utilizados
em diferentes aplicacdes, sendo destinados a substituicdo de tecidos moles, substituicio de
tecidos duros e materiais para substitui¢cdes nos sistemas cardiovasculares.

Segundo Hench (1993) os biomateriais podem ser classificados de acordo com o seu
comportamento fisioldgico em biotolerdveis, bioinertes, bioativos e biorreabsorviveis (Hench, et
al., 1993).

Muitas vezes, ao substituir o tecido Osseo, sdo utilizados materiais chamados de
bioativos, ou seja, promovem ligacdes de natureza quimica entre material e tecido dsseo, em
funcdo da similaridade quimica entre estes materiais e a parte mineral Ossea, ocorrendo uma
osteoconducdo. Exemplos de materiais bioativos sdo alguns fosfatos de célcio, como a
hidroxiapatita.

Os biotolerdvies sdo materiais tolerados pelo organismo, ou seja, em sua presenca, hd a
formacdo de uma camada de tecido fibroso em seu redor. De acordo com a espessura desta
camada serd definida a toxicidade do material aos tecidos e o efeito no organismo. Exemplos

destes sdo praticamente todos os polimeros sintéticos e grande parte dos metais. No entanto,



quando essa camada fibrosa apresenta-se extremamente fina, praticamente inexistente esse
material serd classificado como bioinerte, ou seja, o material libera uma quantidade minima de
qualquer tipo de componente. Sao os mais utilizados a alumina, zircOnia, titanio, ligas de titnio
e carbono.

Quando os materiais, apds certo periodo de tempo em contato com o tecido forem
degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo serdo chamados de biorreabsorviveis.
Estes materiais sdo de extremo interesse em aplicagdes nas quais ndo € desejavel outra
intervengdo cirdrgica, tal como na engenharia tecidual. Sd@o materiais como a poli (e-

caprolactona), o - fosfato tricalcico (B-TCP) o a-fosfato tricalcico (a-TCP).

3.2.1. Polimeros Biorreabsorviveis

Os polimeros sdo materiais organicos ou inorganicos, cujas estruturas sao formadas por
unidades de repeticdo, os meros, unidos por ligacdes covalentes. Entre os polimeros que sao
utilizados ha mais de duas décadas na area médica, estdo os poli (a-hidréxi 4dcidos), que sao
considerados uma das familias de polimeros mais promissoras na area dos biorreabsorviveis. Sua
grande vantagem esta em sua forma de degradacdo que ocorre por hidrélise de suas ligacdes
ésteres. Como exemplo sdo o poli (dcido lactico) (PLA), o poli (4cido glicélico) (PGA) e o poli
(e-caprolactona) (PCL), estas substincias obtiveram a aprovacdo pelo “Food and Drug
Administration” (FDA).

Ao utilizar apenas um tipo de polimero para a fabricacdo de suportes, muitas vezes nao
sdo atingidas todas as caracteristicas necessdrias para a determinada aplicacdo clinica. Desta
forma, pesquisas sdo direcionadas para o estudo de blendas, copolimeros e compdsitos que
aperfeicoem as propriedades fundamentais dos suportes, tais como a permeabilidade, a taxa de
absorcao e as propriedades elasticas (Zhang, et al., 1995).

Seria muito interessante a utilizacdo de suportes que se degradam em uma taxa
controlada, sendo a taxa ideal, proporcionalmente oposta ao crescimento tecidual. De tal forma,
permitiria que mantivesse suas propriedades mecanicas e fisicas até uma condi¢cdo desejada. Os
polimeros podem ser classificados de acordo com sua degradacio em biodegradaveis,

bioerodiveis, biorreabsorviveis e bioabsorviveis (Vert, et al., 1993).



Os polimeros biodegradaveis sao aqueles nos quais ocorre degradacdo macromolecular,
porém sem a eliminacdo dos produtos e subprodutos pelo organismo, ao contrdrio dos
bioerodiveis, que sdo caracterizados por uma perda de massa, sendo os produtos e subprodutos
reabsorvidos pelo organismo.

Os biorreabsorviveis sdo degradados através da diminuicdo de tamanho e sdo
reabsorvidos in vivo, ocorrendo sua elimina¢do por rotas metabdlicas. Quando sua dissolucio
ocorre em fluidos sem qualquer clivagem das cadeias moleculares ou por uma diminuicdo da
massa molecular, podemos chama-los de bioabsorviveis.

Alguns fatores podem influenciar na degradacdo polimérica sdo eles: o local de
implantacdo do implante, solicitagio mecanica, massa molar, distribuicdio da massa molar,
composi¢do quimica, cristalinidade, morfologia, entre muitos outros (Middleton, et al., 2000). A
cristalinidade dos polimeros mostra-se relacionada a velocidade de degradagdo, devido a
disposi¢do espacial das cadeias poliméricas, assim o efeito de cristalinidade influi na taxa de
absor¢do de dgua pelo polimero. A degradacdo polimérica ocorre em duas etapas, primeiramente
consiste na penetracdo e difusdo das moléculas de dgua nas regides amorfas do material, e
subsequente a cis@o hidrolitica das ligacdes ésteres das cadeias. Posteriormente, quando uma
considerdvel regido amorfa estd degradada, prossegue para regides cristalinas. Nesse momento,
ocorre um aumento da cristalinidade devido a rearranjos das cadeias de menor massa molar que
sdo originadas no processo de degradacdo (Duek, et al., 1999).

A morfologia do implante também possui uma influéncia na taxa de degradacio, devido a
taxa de penetracdo e o crescimento celular apresentarem relagdo direta ao tamanho e distribui¢ao

dos poros (Mikos, et al., 1993).

3.2.1.1 PCL

A poli (e- caprolactona), ou policaprolactona (PCL) € um polimero sintético
biocompativel, possuindo uma férmula quimica apresentada figura 3.1. Apresenta um carater
hidrofébico (Amass, et al., 1998), pertence a familia dos poliésteres alifaticos, sendo sintetizado

por meio de polimerizacdo por abertura de anel de €- caprolactona, para a obtencdo da unidade



repetitiva. Este polimero € por definicdo um produto de condensacdo de um grupo hidroxilico e

um carboxilico dentro da mesma molécula.

0
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Figura 3.1: Estrutura quimica da poli (e-caprolactona).

O polimero é semicristalino, apresenta alta cristalinidade o que garante um pico de fusdo
bem definido e intenso. Sua massa molecular pode variar de 5.000 a 80.000 Da. Apresenta como
caracteristicas especiais um carater hidrofébico (Amass, et al,, 1998), uma baixa ordem de
toxicidade, baixo ponto de fusdo (50-60°C), temperatura de transicdo vitrea abaixo da
temperatura ambiente (-60°C), grande miscibilidade ou compatibilidade mecéanica com outros
tipos de polimeros (Sinha, et al., 2004), baixa viscosidade e densidade no valor de 1.13 g/cm3
(Mooney, et al., 1992). As propriedades de baixa viscosidade e grande miscibilidade tornam esse
polimero um bom auxiliar de processamento de polimeros, reduzindo assim a temperatura de
transicdo vitrea e o modulo de elasticidade (Mariani, 2005).

As aplicacdes desse polimero sao diversas como, por exemplo, em sistemas de liberagao
de drogas, recobrimento de cinulas uretrais, assim como na engenharia tecidual, no tecido
epidérmico, muscular e também para crescimento de células osteobldsticas e fibroblasticas
(Sasmazel, et al., 2008).

O processo de obten¢do do PCL consiste na polimerizacdo por abertura do anel, oriundo
do mondmero de e-caprolactona, resultando como produto um poliéster alifiatico (Jones, et al.,
2002). Em 1958, foi descrita a primeira sintese do PCL, devido a abertura do anel do mondmero,
pela adi¢do de carbonato de potdssio, com uma temperatura de 150 °C por 5 horas, sintetizando a
primeira poli (e-caprolactona) (Natta, 1958).

O PCL ¢ soluvel em cloroférmio, diclorometano, tetracloreto de carbono, benzeno,
tolueno, ciclohexanona e 2- nitropropano em temperatura ambiente. Possui uma lenta
solubilidade em acetona, 2- butanona, acetato de etila, dimetilformamida, acetonitrila e €

insolivel em alcool, petréleo éter (benzina) e em éter dietilico (Sinha, et al., 2004).
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A degradacdo do PCL € auto catalitica (Pitt, 1990). Os padrdes cinéticos da degradacio
consistem em um processo auto catalitico, qual a liberacdo do dcido carboxilico e hidrélises de
grupos e a clivagem de grupos ésters. A degradacdo € um pouco mais lenta se estendendo por um
periodo maior de um ano, sendo dividido em trés etapas. A primeira etapa o material sofre um
processo de degradacdo ndao enzimdtica que resulta na susceptibilidade da ligacdo éster a
hidrélise. A segunda € caracterizada por um declinio da taxa de cisOes das cadeias e um
aparecimento de perda de massa molar, formando oligdmeros de cadeia curta. A perda de massa
tem uma grande probabilidade de ser relacionada as cisdes das cadeias de peso molecular mais
baixo, as quais irdo produzir um fragmento pequeno capaz de difundir para fora do volume do
polimero produzindo particulas menores aumentando a facilidade de serem fagocitadas. A ultima
etapa, o PCL de baixo peso molecular € fagocitado por macréfagos e metabolizado pelo ciclo dos
acidos tricarboxilicos ou eliminado pela excrecado renal (Tollon, 2005).

A degradacgao de polimeros in vitro difere da degradagao in vivo, principalmente por que
no udltimo o implante estd submetido aos esfor¢os mecanicos e contato com um sistema
dindmico, composto por diferentes células. A taxa de degradacdo depende da composi¢io
quimica, da forma e da superficie do implante. Sendo fatores que podem ser sistematicamente
variados e avaliados nas situacdes de ensaios in vitro. As propriedades especificas como a massa
molar inicial, a distribui¢do de massa molar, o grau de cristalinidade e a taticidade podem ser
controlados e avaliados antes da implantacdo, pelo ensaio de degradacdo em solucdo tampao
(Elst, 1996).

O scaffold de PCL quando implantado sozinho em defeitos &sseos, pode vir a ser
encapsulado por tecido fibroso e assim ndo apresentando uma aderéncia ao osso devido a falta de
bioatividade, desse modo sendo isolado do osso ao seu redor, permanecendo como um corpo
estranho (Kokubo, et al., 2003). Para melhorar a osteocondutividade e a bioatividade sao
sintetizados suportes de PCL com adi¢do de materiais bioativos, tal como o composito de PCL

com hidroxiapatita (Choi, et al., 2004) (Hao, et al., 2003) (Hae-Won, 2007).
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3.2.2. Bioceramicas

Ceramicas sdo todos os materiais inorganicos, ndo-metalicos, obtidos geralmente apds

tratamento térmico em temperaturas elevadas. As propriedades dos materiais ceramicos sao em

geral: elevada dureza, baixa condutividade térmica e elétrica, estabilidade dimensional e de

forma, inércia quimica, refratariedade, fragilidade, resisténcia mecanica, a corrosdo e ao desgaste

e baixa tenacidade a fratura.

Um dos critérios mais aceitos para a classificacdo das bioceramicas € aquele baseado na

resposta desenvolvida na interface tecido vivo / implante, de acordo com a tabela 3.2 (Hench, et

al., 1993).
Tabela 3.2: Classificagdo das biocerdmicas segundo resposta da interface tecido vivo/implante (Hench, et al.,
1993).
Tipo de Bioceramica Interagdes com os Tecidos Exemplos
Inertes N3ao hd interacdes quimicas nem  Alumina
biolégicas
Porosas Ocorre o crescimento dos tecidos Aluminatos e hidroxiapatita porosa

através dos poros

Bioativas Ocorre uma forte ligacdo na
interface osso-implante

Biovidros, hidroxiapatita e
vitroceramicas

Absorviveis Sdo degradadas e substituidas
pelos tecidos

Gesso e fosfato tricalcico

As ceramicas de fosfato de célcio sdo estudadas por muitos anos e comumente utilizadas

em aplicacOes clinicas com o objetivo de preenchimento dsseo.
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3.2.2.1. Fosfatos de Cdlcio

Na ciéncia de desenvolvimento de implantes e/ ou preenchimentos 6sseos, os fosfatos de
célcio (CaP) possuem um perfil biolégico altamente atrativo, pois apresentam composi¢ao
quimica muito semelhante a fase mineral dos ossos e dentes (ions fosfato e cdlcio). Podem,
entdo, participar ativamente do equilibrio i6nico entre o fluido biolégico e a ceramica,
apresentando grande habilidade em formar ligacdes com o tecido hospedeiro sem, no entanto,
apresentar toxicidade local ou sistémica, resposta inflamatdria ao implante e formag¢do de um
tecido fibroso envoltério (Kawachi, et al., 2000) (Hench, et al., 1993).

Apesar da grande diversidade, os fosfatos de célcio, sdo facilmente distinguidos
utilizando andlises como infravermelho e difracdo de raios X. Cada composto é caracterizado
pelo espectro ou pelo padrao de raios X, o qual permite uma descri¢do de sua estrutura.

Os fosfatos de cdlcio de relevancia bioldgica sdo: fosfato de cdlcio amorfo, brushita,
monetita, fosfato de célcio octacdlcico, fosfato de célcio tricdlcico, pirofosfato de célcio e
apatita. Dentre as fases minerais presentes em calcificacdes normais, ou seja, ndo patoldgicas, as
apatitas sdo as mais comumente encontradas (Dorozhkin, 2009).

O polimorfo do fosfato tricdlcico mais conhecido e mais facil de ser obtido ¢ o B-TCP
que apresenta propriedades muito semelhantes as calcificacdes encontradas em calculos
patolégicos (Le Geros, 1991). Porém, este é facilmente hidrolisado a fosfato octacdlcico ou a
hidroxiapatita.

As apatitas sdo materiais com férmula geral do tipo M¢(XO4)sY> que, normalmente, sao
conhecidas pela capacidade de permitir uma infinidade de combinacdes, alteracdes e
substituicdes em seu reticulo. Porém, o nome apatita estd sendo exaustivamente utilizado para
designar fosfatos de cdlcio com formula geral Ca;o(PO4)¢X2 em que X = F, OH ou CI.
Termodinamicamente, as apatitas sdo as fases mais estdveis dos fosfatos de calcio e, por isso, é
considerada como provavel produto final da maioria das reagdes.

Os fosfatos de cdlcio sao classificados de acordo com a relagdo Ca/P que apresentam em
sua formula quimica, com razdes Ca/P que podem variar de 0,50 a 2,00, visto na tabela 3.3, o
que define seu comportamento em relagdo a biodegradacao (Layrolle, et al., 2009).

Mesmo apresentando a mesma composi¢do quimica, os fosfatos tricdlcico diferenciam

em sua estrutura cristalina. O [Beta] TCP € menos solivel em dgua ao comparar com o [alfa]
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TCP, o qual apresenta mais ativo em sistemas aquosos. O tltimo em contato com fluido
corporeo, € rapidamente hidrolisado. A hidroxiapatita estequiométrica é o segundo fosfato mais
estavel e menos soldvel apds da fluorapatita (FA).

A dissolucdo das ceramicas CaP € afetada pela porosidade e tamanho de particulas.
Aumentando a porosidade, ocorre 0 aumento da drea de contato da superficie com os fluidos e

assim leva a uma taxa de dissolu¢do mais rapida.

Tabela 3.3: Diferentes relagdes Ca/P (Dorozhkin, 2009).

Relagdo Ca/P Formula quimica Solubilidade em
25°C, g/LL
0,5 Diidrogeno fosfato de Ca(H,PO,),.H,0O ~18
calcio
monoidratado(MCPM)
1,0 Hidrogeno fosfato de CaHPO4.2H,0 ~0,088
célcio diidratado
(DCPD)
1,0 Hidrogeno fosfato de CaHPO,4 ~0,048
calcio (DCPA)
1,33 Fosfato octacalcico  Cag(HPO4),(PO4)4.5H,0 ~0,0081
(OCP)
1,5 o-Fosfato tricalcico 0-Ca3z(POy), ~0,0025
(a-TCP)
1,5 B-Fosfato tricalcico B-Ca3(POy), ~0,0005
(B-TCP)
1,2-2,2 Amorfo célcio fosfato  Ca,Hy(PO4),.H,0, n= 3-
(ACP) 4,5; 15-20% H,0
1,5-1,67 Hidroxiapatita Ca10x(HPO4)x(PO4)e- 0,0094
deficiente Célcio x(OH)2x (0<x<1)
(CDHA)
1,67 Hidroxiapatita (HA) Ca10(P04)s(OH), ~0,0003
1,67 Fluorapatita (FA) Caio(PO4)eF2 ~0,0002
2,0 Fosfato tetracdlcico Cay(P04),0 ~0,0007
(TTCP)
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Fosfatos Tricalcico

Existem muitos métodos para a obtengdo do TCP por reacdo no estado sélido, mas a
utilizacdo de carbonato de cdlcio (CaCOs) e monetita (CaHPO4) é o método mais simples e
econdomico para se formar B-TCP ou a-TCP. Dessa maneira, sabe-se que essa reacao ocorre
somente com uma relacdo Ca/P dos reagentes de 3/2 e é um processo de alta complexidade
descrito a seguir (Carrodeguas, et al., 2008).

Entre 450 e 500°C a monetita desidrata para formar pirofosfato (-Ca,P,O7). Em seguida
e por volta de 800 °C, inicia-se a reacdo do CaO com o pirofosfato formando B-TCP. Essa reacao
completa-se por volta de 1100°C. A transformagdo B-TCP <> oa-TCP tem lugar em temperaturas
mais elevadas que 1200°C e, finalmente, tem-se a-TCP puro a partir de 1300°C.

As temperaturas de formacdo e transformacdo de fase ja determinadas em diversos
estudos (Carrodeguas, et al., 2008) (Motisuke, et al., 2008) ndo sdo totalmente exatas e variam de
acordo com as caracteristicas dos processos e da quantidade de impureza dos reagentes
utilizados.

Apesar da pureza das fases do TCP serem determinadas pela rotina de calcinacdo, o
excesso de temperatura durante a queima pode levar a perda do material, podendo resultar em
produtos pouco reativos ou que necessitem tamanho de particula muito pequeno, gerando

contaminacgdes devido ao excesso de moagem.

Processamento de Fosfatos de Célcio

O objetivo da sintese ceramica € obter uma forma especifica de um dado material que ird
realizar uma determinada func¢do, ou seja, a maneira como o CaP € sintetizado em muito influi na
sua microestrutura final e consequentemente suas caracteristicas in vivo (Van Vlack, 1973).

Os fosfatos de célcio podem ser obtidos a partir de dois tipos de rotas de obtengdo: (1) os
pOs reagentes sdo misturados com dgua ou uma solug@o aquosa, na qual ocorre uma precipitagao.

Em seguida, a solucdo € levada a secar resultando no CaP desejado; (2) reacdo no estado sélido
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através da sinterizacdo (liquida ou sélida) dos pds-iniciais até a estabilizacdo da fase desejada
(Hench, et al., 1993).

As temperaturas elevadas constituem um importante fator no processamento de materiais
ceramicos. Elas sdo usadas: (1) para a secagem prévia dos produtos ja conformados, (2) para
produzir aglomeragdo e reduzir a porosidade, (3) para modificar as tensdes residuais e (4) para
produzir cristalizagdo. Os tratamentos térmicos implicam em alteracdes de peso e volume,
promovem movimentacdo dos atomos e aceleram as velocidades de difusdo, reduzem a
porosidade e a drea especifica, e modificam as propriedades (Van Vlack, 1973).

Portanto, as propriedades do produto final dependem da composi¢do das matérias primas,
do processo de conformacdo utilizado, das fases estabilizadas durante o tratamento térmico e da

microestrutura.

Hidroxiapatita

A hidroxiapatita possui uma férmula quimica representada por: Ca;o(POs)s(OH),, sendo
depositada na matriz extracelular de tecidos calcificados como o osso e a dentina. Porém,
apatitas quando estdo em meio biolégico (tanto as sintéticas como as bioldgicas) podem
incorporar uma série de impurezas e dificilmente serdo encontradas em sua forma pura e
estequiométrica (Vallet-Regi, et al., 2004).

O crescimento da hidroxiapatita, tanto no fluido bioldgico quanto em solucdes aquosas,
ocorre em meios contendo fons cdlcio e fosforo, e elementos-tracos essenciais tais como Mg2+,
HCO; , K" e Na* (Reid, et al., 2006) (Vallet-Regi, et al., 2004). A hidroxiapatita deficiénte em
célcio permite que quando em contato com 0 0sso, estabeleca ligacdes quimicas com o tecido
Osseo (Saleh, et al., 2004). Isto por que o material € composto pelos mesmos ions que compde a
fase mineral do osso natural, sendo, portanto capaz de participar do equilibrio calcio fosfato no
organismo (Dorozhkin, 2009). A superficie permite uma interacdo de ligacOes do tipo dipolo,
fazendo que moléculas de dgua e proteinas e coldgeno sejam adsorvidos na superficie induzindo
a regeneracao dssea.

A hidroxiapatita pode ser sintetizada em laboratério por métodos nos estados sélidos e

por métodos umidos. As sinteses de estado s6lido requerem altas temperaturas e o material
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obtido é muito cristalino, pelos métodos umidos podem resultar em diferentes morfologias e
diferentes cristalinidades (Dourado, 2006).

A hidroxiapatita quando utilizada como refor¢o, com formato de whiskers, permite que
sejam acentuados suas vantagens, tais como biocompatibilidade, inércia quimica, resisténcia a
corrosdo e alta resisténcia a compressdo e minimize suas desvantagens, por exemplo, baixa
resisténcia ao impacto, alta densidade e dificuldade de fabricacdo de formatos complexos
(Bozkurt, 1995). A morfologia dos whiskers é caracterizada pela semelhanca de agulhas com
uma alta razdo de aspecto, sendo calculada utilizando seu comprimento por o valor do seu
didmetro, assim caracterizado a morfologia de monocristais muitos finos e alongados (Ramos, et
al., 2008). A nano hidroxiapatita se mostra superior a micro hidroxiapatita ao aspecto de
promover adesdo, diferenciacdo e proliferacdo osteobldstica, e ainda na deposicao de cdlcio em
sua superficie, o qual permite um aumento na formacao 6ssea em um curto periodo (Webster, et
al., 2000). Alguns métodos de sintese de whiskers ou fibras serdo explicados a diante, tais como
precipitacdo, hidrotermal, molten salt synthesis e hidrdlise alcalina.

O método de precipitacdo pode preparar cristais de dimensdes nanométricas com formas
variadas: do tipo agulha, lamina e bastdes. As condi¢des de preparacdo influenciam diretamente
a estequiometria, razao Ca/P e cristalinidade da HA. O método hidrotermal usa solu¢gdes aquosas
em altas temperaturas para facilitar a precipitagdo dos cristais de dimensdes maiores do que
aqueles obtidos pelos métodos imidos (Dourado, 2006) (Suchanek, et al., 1997).

O método Molten Salt Synthesis (MSS) é um método de precipitacdo no qual uma por¢ao
ceramica € misturada com um sal ou mistura de sais de baixo ponto de fusdo (frequentemente
NaCl e KCl) que, ap6s a mistura e a trituracdo, sdo aquecidos em temperaturas acima do ponto
de fusdao do sal. Ao realizar este procedimento a parte cerdmica da mistura é lentamente
dissolvida no banho de sal, permitindo, durante o processo, a re-nuclecdo e crescimento da
ceramica em morfologia distinta a inicial (Bozkurt, 1995).

O método de hidrodlise alcalina do [alfa]-fosfato tricdlcico, permite que sejam dissolvidas
as particulas de [alfa] TCP e que ocorra uma re-nucleacdo com crescimento ordenado em um
eixo da célula unitaria da hidroxiapatita. Assim, ao medir a distincia entre os vértices da
estrutura obtida, e comparando estas com as distancias interatdmicas de uma célula unitaria de
HA, pode-se supor que o processo gera estruturas muito similares aos whiskers (Callister, 20006).

A principal caracteristica destas estruturas € a auséncia de defeitos, uma vez que sdo
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monocristais, fazendo com que o material atinja propriedades mecanicas muito superiores,

préxima a sua resisténcia mecanica tedrica (Ramos, et al., 2009) (Ota, et al., 1998).

3.2.3. Materiais compdsitos

Composito pode ser definido como materiais formados por dois ou mais componentes
com distintas composi¢cdes, estruturas e propriedades, que sdo separados por uma interface.
Assim a melhor maneira de tentar melhorar as propriedades mecanicas das ceramicas € aumentar
a tenacidade através da sua combinac¢do com polimeros, formando um compdsito. Porém ndo sao
todos os agentes de reforcos que levam a um aumento na propriedade de resisténcia mecanica a
compressido, de modo que agentes com uma razdo de aspecto normalmente inferior a 3, ndo
permitem que as tensdes sejam transferidas efetivamente da matriz para os agentes, além de que
podem atuar como agentes nucleadores de trincas e assim contribuir para reducdo da resisténcia
mecanica a compressao. Por outro lado, caso esses agentes tenham um formato de fibras longas e
finas, normalmente apresentam grandes resisténcias mecanicas permitindo atuar como reforgos
na matriz polimérica (Oréfice, et al., 2006).

Com o aperfeicoamento da unido de polimeros com ceramicas, a propriedade intrinseca
de fragilidade da ceramica ndo se torna algo preocupante quando organizado em uma matriz
polimérica flexivel. Entretanto, na maioria das vezes, o compdsito biomédico polimero/ceramica
ndo demonstra uma organiza¢do e uma estrutura apropriada. Principalmente devido aos
componentes ceramicos serem hidrofilicos, que apresentam extrema dificuldade em se misturar
eficientemente com a solu¢do polimérica dissolvida em solventes orgédnicos. Os whiskers de
hidroxiapatita apresentam ainda mais dificuldade para apresentar uma distribuicio homogénea
em solugdes poliméricas, jA que tendem a se aglomerar quando dispersos na solugdo. Porém
existem poucos relatos na literatura focalizando esse problema. Um exemplo € introduzir a
particula ultrafina de ceramica dentro da solu¢ido polimérica, entretanto nesse caso a quantidade
de hidroxiapatita € limitada (Hao, et al., 2003). Outra pesquisa visou a precipitagdo de cristais de
hidroxiapatita dentro da solu¢do de polimero em vez de utilizar p6s comerciais de hidroxiapatita,
porém a reacdo dentro do solvente organico foi extremamente restrita, resultando em um pobre

desenvolvimento da fase apatita (Choi, et al., 2004).
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E muito importante avaliar o molhamento da superficie em compdsitos, principalmente
quando depende da hidrofilicidade ou polaridade dos whiskers e da disponibilidade dos grupos
polares do polimero. Desse modo, se o contato for <90°, o fluido irar se espalhar e cobrir a drea
da superficie, assim é considerado uma superficie hidrofilica. Porém se o dngulo apresentar 90°
ou maior, geralmente é caracterizada uma superficie hidrofébica, como € observado na figura

3.2, na qual ©c e o angulo de contato do fluido com a superficie.

A B

Be = 90°

Figura 3.2: Molhamento da superficie: A - superficie hidrofébica; B- superficie hidrofilica (Supova, 2009).

Para aumentar a hidrofilidade do compdsito € necessario adicionar surfactante anfifilico
para, o qual realiza a interacdo entre a ceramica hidrofilica (HA) e o polimero hidrofébico
(PCL), exemplos sdo acido oleico (C;3H340,) e Sorbital mooleate, conhecido como Span
(C24H440e¢).

O 4cido oleico apresenta Otimos resultados na dispersdo da cerdmica na matriz
polimérica. Além de possuir caracteristicas como o ponto de fusdo préximo de 13-14 °C,
solubilidade em metanol e insolubilidade em 4gua e é capaz de criar uma homogénea dispersao
de particulas de ceramicas dentro de uma matriz polimérica (Hae-Won, 2007). Outro dispersante
muito utilizado o é Span, o qual e um derivado do dcido oleico, esse apresenta caracteristicas

semelhantes com o 4cido oleico, porém apresenta solubilidade em dgua (Raucci, et al., 2010).

3.3. Fundamentos da Engenharia Tecidual

Mesmo com o avanco tecnoldgico na drea da saude, ainda hoje para a maioria dos tecidos e
orgdos, a melhor resposta funcional do organismo a implantes continua sendo o transplante de

orgdos. Porém, a disponibilidade desses transplantes e empecilhos relacionados a
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compatibilidade do o6rgdo implantado ao organismo gerou o interesse em regeneracio e
reparacao de tecidos.

A engenharia tecidual pode ser definida como “a aplicacdo dos principios e métodos da
engenharia e ciéncias da vida visando o entendimento fundamental das correlagdes envolvendo
estrutura e funcdo em tecidos de mamiferos normais ou patologicamente afetados e
desenvolvimento de substitutos bioldgicos para restaurar, manter ou melhorar as funcdes
tissulares” (Oréfice, et al., 20006).

Existem trés principais dreas de estudo na engenharia tecidual (i) o uso de um ambiente
para recrutar e guiar células do sitio operatério para regeneracdo tecidual, (ii) colocagdo de
células com ou sem fatores de indu¢do para reparar a drea em questdo, (iii) cultivo de células em
um scaffold, utilizando um sistema chamado de biorreator, em condi¢des necessdrias para a
obtencdo de um tecido funcional (Discher, et al., 2009).

O objetivo da engenharia tecidual € a utilizacdo de células para o crescimento de tecidos,
guiada por uma estrutura tridimensional, os suportes porosos. A maioria dos suportes siao
produzidos com materiais biodegraddveis ou biorreabsorviveis. Os principais objetivos da
engenharia tecidual sao que esses novos tecidos aliviem a dor, restaurdrem mecanicamente a
estabilidade, além de recuperar a fungdo original (Langer, et al., 1993).

Exemplos de enxertos dessa engenharia incluem estudos com os diferentes tecidos tais
como cartilaginoso, ¢sseo, epidérmico, sanguineo, muscular, miocardio assim como os 6rgaos:
bexiga, traquéia e dentes (Ingber, et al., 2006) (Grayson, et al., 2008) (Mikos, et al., 2006),
(Radisic, et al., 2004) (Tandon, et al., 2009) (Vunjak-Novakovic, et al., 2004).

3.3.1. Suporte tridimensional (scaffolds)

O principal objetivo dos suportes tridimensional, também conhecido como scaffold, é
mimetizar o tecido para o crescimento tecidual nesse biomaterial para a adesdo e proliferacdo
celular (Murphy, et al., 2011). Os scaffolds apresentam um papel muito importante na engenharia
tecidual, desse modo existem muitas pesquisas de técnicas avancadas para sua fabricagao.

As técnicas de producdo poliméricas de suportes tridimensionais dependem quase que
inteiramente das propriedades internas e superficiais do material, e da fungdo proposta para o

suporte. Porém, o custo e o tempo de fabricacdo devem ser considerados para a viabilidade do
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método. Uma variedade de técnicas de fabricacdo de scaffold é explorada, desse modo podem ser
divididas em duas classes, as técnicas tradicionais e os métodos de prototipagem rapida. As
técnicas convencionais envolvem a aplicacdo de calor e ou de pressio no polimero ou de
dissolucdo por solventes organicos para moldar o material em sua forma desejada. As principais
técnicas convencionais sdo: a evaporacdo de solvente com adicdo de sal (solvent-casting
particule leaching) (Mikos, et al., 1996), a injecao de gas (gas foaming) (Harris, et al., 1998), a
inversdo de fases (phase separation) (Pezzin, et al., 2002), a deposicdo por fusdo (melt moulding)
(Hutmacher, et al., 2004), a freeze drying (Patist, et al., 2004).

Desde 1980 pesquisadores desenvolvem vdrias técnicas de fabrica¢do dos scaffolds, que
resultam em suportes com propriedades especificas para cada tecido (Murphy, et al., 2011).
Suportes poliméricos podem permitir resisténcia mecanica e poros interconectados, variando a
quimica da superficie e a geometria. As caracteristicas dos suportes devem ser analisadas de
acordo com sua aplicacdo, assim deve ser selecionado o polimero, os componentes adicionais e
as técnicas de fabricacao.

Os suportes tridimensionais possuem as caracteristicas de permitirem a ades@o inicial
celular e consequentemente o crescimento tecidual (Hutmacher, et al., 2001). Esses scaffolds
idealmente necessitam ter as seguintes caracteristicas (Hutmacher, et al., 2001) (Varghese, et al.,
2006): (i) possuir biocompatibilidade e bioatividade para promover o crescimento celular; (ii)
exibir morfologia adequada ao tecido em questdo e possuirem microestrutura interconectada para
induzir um fluxo de transporte de nutrientes e residuos metabdlicos, além da vascularizacdo da
drea; (iii) ser biodegraddvel ou bioreabsorvivel, com um controle da taxa de degradacdo e
reabsorcdo, com o objetivo de ser compativel com o crescimento tecidual sem produzir produtos
citotoxicos; (iv) exibir uma superficie susceptivel para adesdo, proliferacao e diferencia¢ao
celular; (v) possuir propriedades mecanicas semelhantes ao tecido reposto; e (vi) ter fécil
processamento em distintas formas e tamanhos.

As propriedades mecanicas dos suportes aumentam de acordo com as propriedades
poliméricas; a geometria da matriz tridimensional; a incorporacdo de materiais que atuam como
refor¢cos mecanicos; e a técnica de fabricacdo. Por exemplo, polimeros com alta cristalinidade
exibem alta resisténcia a tracao e apresentam lenta taxa de degradacdo.

Para a engenharia tecidual é muito interessante a utilizagdo de scaffold biorreabsorviveis

que tenham a taxa de absor¢do controlada, além de exibirem propriedades mecanicas e fisicas
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controladas sobre condi¢des desejadas. Estes suportes sdo principalmente formados por
polimeros biorreabsorviveis, devido a facilidade de modificacdo na estrutura para a obtencdo de
materiais com a taxa de degradacao ideal.

Para a substituicdo no tecido dsseo, os suportes tridimensionais necessitam apresentar
uma elevada resisténcia mecanica a compressiao, devido a necessidade de suporte aos tecidos
adjacentes, assim materiais como poli (- caprolactona) e poli (dcido lactico) sdo muito utilizados
(Guarino, et al., 2007).

A técnica de evaporagdo de solvente com adi¢do de sal (solvent-casting and particule
leaching) foi desenvolvida para aumentar o controle na porosidade e no diametro dos poros. Essa
técnica envolve a dissolu¢do polimérica com a adicdo de um agente porogénico, que apds a
secagem e solidificacdo do polimero, ocorre sua retirada permitindo assim, a criacdo de uma rede
de poros interconectados (Murphy, et al., 2011). A técnica permite uma boa reprodutibilidade,
entretanto a interconexao dos poros nem sempre € total e pode ainda reter particulas de sal no seu
interior (Mikos, et al., 1993). Para Harris (1998) existem desvantagens nos processos de
preparacdo de amostras porosas que requerem o uso de solventes organicos, ja que pode deixar
residuos que influenciardo na cultura celular (Harris, et al., 1998).

Os trabalhos encontrados na literatura sobre os scaffolds porosos implantados em tecidos
dsseos apresentam discordancias em relacdo ao diametro ideal dos poros para o crescimento
tecidual. Alguns autores falam em variacdes de didmetro entre 300-400 um (Harris, et al., 1998)
(Mikos, et al., 1993), outros dao intervalos ainda mais amplos na ordem de 200-400 pum
(Choong, et al., 2004). Assim o didmetro ideal dos poros € algo a ser elucidado. Quando os poros
sdo inferiores a 100 um, ndo se permite uma vasculariza¢ao no suporte e quando sdo superiores a
500 um, ndo se fornece uma mimetizacao 6ssea, ndo apresentando uma superficie adequada para
a adesdo e proliferagdo celular (Mikos, et al., 1993). A porosidade € fornecida pela taxa entre

agente porogénico e polimero.

22



3.4. Célula-Tronco
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Figura 3.3. Células tronco (O’Connor , et al., 2006).

As células tronco possuem propriedades essenciais tais como a capacidade de auto renovacao
e a diferenciacdo em outras linhagens sobre condi¢des apropriadas. Para a realizacdo destas
tarefas, chamadas de replicacdo e diferenciacdo, elas podem se utilizar de dois modelos de
divisdo: o deterministico, o qual sua divisdo gera sempre uma nova célula tronco e uma
diferenciada ou modelo aleatdrio, quando algumas células tronco geram somente novas células
tronco e outras geram apenas c€lulas diferenciadas (Cardoso, et al., 2009).

As células tronco podem ser classificadas de acordo com o potencial de diferenciacdo:
totipotente, pluripotente, multipotentes, oligotentes e unipotentes. As embriondrias sao
totipotentes, consequentemente, podem diferenciar em todos os tipos celulares embrionérios e
extra-embrionarios. S3o derivadas até a fase em que o embrido tem cerca de dezesseis até trinta e

duas células, ou seja, trés a quatro dias de vida, visto que cada célula é capaz de se transformar
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em um ser humano completo. Estas células s6 podem ser encontradas no embrido (figura 3.3).
As células tronco pluripotentes também s6 podem ser encontradas em embrides, conseguem se
diferenciar em quase todos os tecidos humanos, exceto em placenta e nos anexos embriondrios.
As células multipotentes sdo derivadas de tecidos ja desenvolvidos e do corddao umbilical e
podem se diferenciar em vérios tipos celulares. Ja as oligopotentes sdo capazes de gerar células
mais restritas a uma linhagem do que as multipotentes, e por final, as unipotentes podem
contribuir originando apenas um grupo tUnico tipo celular.

As céluas multipotentes podem ser originadas de diversos tecidos, como o estroma de medula
dssea, cordao umbilical, tecido adiposso, entre outros, essas sdo conhecidas como célula-tronco
mesenquimais (mesenchymal stem cell - MSC) e foram primeiramente descritas por Friedenstein
e colaboradores na década de 80 (Friedenstein , 1980).

As células-tronco mesenquimais possuem a capacidade de se diferenciar em linhagens de
origem mesodérmica, tais como: musculo esquelético, ossos, tenddes, cartilagem e tecido
adiposo, quando submetidas a meios de cultura suplementados com fatores de crescimento e
hormodnios especificos (Castro-Malaspina, et al.,, 1980) (Barry, et al., 2004) (Pittenger, et al.,
1999). Além disso, as células-tronco mesenquimais possuem outras caracteristicas tais como:
efeito imunomodulador, efeito pardcrino, facil obtencdo, grande capacidade de proliferacao,
grande aderéncia e comportamento migratério (Nasef , et al., 2008) (Gnecchi , et al., 2006)
(Chamberlain , et al., 2007).

As células tronco mesenquimais, retiradas da medula dssea, podem se diferenciar em
osteoblastos, adipdcitos, condrdsitos, mioblastos, neurdnios e fibroblastos. Essa fonte celular
pode ser retirada do paciente, expandida in vitro e combinada com um scaffold para reparo de
defeitos 6sseos. No entanto, sdo células raras, que geralmente correspondem a 1 em cada
100.000 células nucleadas da medula, além de que a cirurgia para a retirada dessas células é
considerada um procedimento invasivo.

Por outro lado as retiradas do corddo umbilical podem diferenciar em adipdcitos,
osteoblastos, condrositos, neurdnios e outros tipos celulares. Essa fonte celular apresenta maiores
vantagens ao se comparar com a fonte medular, devido ao baixo custo, ao procedimento nao
invasivo, ndo gera questoes éticas e exibem alta plasticidade (Xu, et al., 2010).

O tecido adiposo € um tecido o qual apresenta multiplos tipos celulares incluindo as

células tronco (adipose devived stem cells -ADSC). Estas sao multipotentes, as quais podem ser
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retiradas do sitio operatdrio por lipossuccao sem alterar sua viabilidade; desse modo apresentam-
se como uma fonte ideal para células autdgenas, devida sua acessibilidade. As ADSC podem ter
seu meio de cultura modificado, in vitro, por adicdo de alguns agentes bioquimicos para
direcionar a diferenciacao em tecido osteogénico, adiposo, entre outros, como pode ser visto na

tabela 3.4 (Brown, et al., 2010).

Tabela 3.4: Fatores de inducao para diferentes tipos celulares (Brown, et al., 2010).

Tipos celulares Fatores de inducao \
Osteoblastos Acido Ascorbico,
Dexametasona, Proteina

morfogénica Gssea 2, B-
glicerol fosfato

Condrocitos Acido  ascérbico, Proteina
morfogénica dssea 6, Insulina,
TGF B1

Adipécitos Dexametasona, 3-isobutil
metalxantina, Insulina,
Indometacina

Atualmente, a lipoaspiragdo € um processo rotineiro na medicina estética e propicia a
obtencdo de grande quantidade de tecido adiposo que serd descartado. O isolamento de células-
tronco mesenquimais do tecido adiposo € realizado através de processo enzimatico simples,
mostrando que esse tecido € uma fonte atrativa para pesquisadores e clinicos em terapia celular
(Casteilla, et al., 2005) (Oedayrajsingh-Varma , et al., 2006). Andlises comparativas de células-
tronco mesenquimais isoladas de sangue de corddo umbilical, medula dssea e tecido adiposo, que
sdo fontes mais utilizadas, demonstram que as células-tronco mesenquimais do tecido adiposo
ndo sdo diferentes em relacdo a morfologia, fendtipo imune, frequéncia na formagdo de colonias
e capacidade de diferenciacdo (Kern , et al, 2006). Em estudo comparativo, Wagner e
colaboradores analisaram, através de micro arranjos, a expressdo global dos genes de células-
tronco mesenquimais obtidas de medula dssea, tecido adiposo e corddao umbilical (Wagner , et
al., 2005). Os resultados demonstraram que, quando as c€lulas foram cultivadas em meios de
cultura idénticos, a expressdo de genes envolvidos na produgcdo de proteinas da matriz
extracelular, morfogénese e desenvolvimento foram semelhantes, sugerindo que as células-

tronco mesenquimais de diferentes fontes sdo semelhantes do ponto de vista de expressao génica
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(Wagner , et al., 2005). Dessa forma, a utilizagdo do tecido adiposo como fonte de células-tronco
mesenquimais torna-se vantajosa para a pesquisa isso porque contem grandes quantidades de
células mesenquimais e ser um material de descarte.

Os estudos tendem a avancar na identificacdo, isolamento, expansdo e controle de
diferenciacdo das células tronco (Jackson, et al., 2002). Identificacdo e isolacdo das células
tronco tém sido mais comum utilizando técnicas de clonagem (Stemple, et al., 1992) e ativacdo
celular fluorescente que é empregada para a separacdo de células tronco especificas, baseando-se
em um marcador de superficie celular (Morrison, et al., 1999). Esses marcadores de superficie
atuam na superficie das células, nas quais apresentam especificas proteinas chamadas receptoras,
os quais tém a capacidade de selecionar ou se ligar em outras moléculas “sinalizadoras”. Existem
varios tipos de receptores, os quais se diferenciam pela sua estrutura e pela sua afinidade com as
moléculas sinalizadoras. Desse modo as células tronco possuem em sua superficie receptores
especificos, os quais se ligam em marcadores permitindo andlises para sua caracterizagao
(Morrison, et al., 1999).

As células-tronco mesenquimais possuem trés principais caracteristicas: é uma populacio
celular morfologicamente homogénea, apresentam grande capacidade de diferenciacio em
diversas linhagens (principalmente linhagem adipdcito, cartilaginosa e dssea) e apresentam as
mesmas caracteristicas moleculares, mesmo sendo de origem tecidual diferente (devem ser
positivas para marcadores celulares CD90, CD105 e CD73 e negativas para marcadores de

linhagem hematopoiética, como CD34, CD45, CD1443 (Schaffler , et al., 2007).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais

Os materiais utilizados para o desenvolvimento do scaffold foram:

-Reagentes para sintese de monetita e carbonato de célcio: acetato de cdlcio, carbonato de
amomio, EDTA sal dissédico, fosfato de amdnio monobdsico todos da marca Synth.

- Hidroxido de amonio- Synth

-Span — Aldrich

- Poli (e-caprolactona)- Aldrich- lote MKBB8278

-Acido oleico — Synth- lote 121338

-Cloroformio — Merck — lote K42267545

4.2. Materiais ceramicos

4.2.1. Sintese do a-TCP

Os reagentes sintetizados foram a monetita (CaHPO,) e carbonato de célcio (CaCOs3),
pelo método de precipitagdo em solucao aquosa, no préprio laboratério, resultando em ceramicas
com alta pureza e, principalmente livres de Mg (Motisuke, et al., 2008). Posteriormente, foi
realizada a homogeneizagdo dos reagentes primdrios com almofariz de dgata, CaHPO,4 e CaCOs3,
em uma propor¢ao molar de 2:1. A mistura reacional foi entdo aquecida a 1225°C durante 6
horas, com uma taxa de aquecimento de 4°C/min, utilizando cadinhos de porcelana, obtendo
assim a sinterizacao do a-TCP, figura 4.1.

As amostras foram moidas em moinhos de bolas de alumina, por 24 horas, em meio seco,
com rotacdo de 40rpm. As ceramicas foram submetidos a caracterizagdes quimicas e fisicas por
andlises de microscopia eletronica de varredura (MEV), difracio de raios X (DRX) e

espectroscopia de fluorescéncia de raios X (FRX).
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4.2.2 Obtenc¢ao dos whiskers de hidroxiapatita

Para a obtencdo dos whiskers de hidroxiapatita foi adicionado 100 mL de dgua deionizada

para cada 1,56 g de a-TCP. A mistura foi aquecida a 90 °C durante 6 horas, sendo controlado o

pH através da adi¢do de hidréxido de amdnio, NH4OH (Quimex). O pH foi mantido sempre em

11 (Ramos, et al., 2008). Posteriormente, foi filtrado e lavado com dgua destilada e secado na

estufa por 24 horas a 50°C, resultando assim em whiskers de hidroxiapatita, visto na figura 4.1.

CaCOs3 :

CaHPO,4

Proporcao 1:2
(1225 °C 6 horas)

a-TCP

Moinho de

bolas 24 horas

a-TCP moido

Hidrélise 90 °C
(6 horas; pH 11)

whiskers de

Hidroxiapatita

Figura 4.1: Fluxograma da sintese dos whiskers de hidroxiapatita.
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4.3.Estudos das superficies e das alteracoes das composicoes

Para o estudo da influencia das diferentes composi¢do as propriedades dos materiais,
foram obtidas amostras em formato de filme com os diferentes surfactantes e com e sem
whiskers de hidroxiapatita.

As amostras foram obtidas pelo método de casting, utilizando cloroférmio como solvente
e a placa petri como o molde. A concentragdo de polimero e solvente foi de 1,5 g para 10 mL.

As amostras estao descritas a seguir:

- Filme de PCL:

A solucdo foi agitada mecanicamente controlando a velocidade, durante 6 horas. Apds foi
utilizado a placa petri como molde, esperou-se 48 horas para a evaporagdo do solvente em um
ambiente controlado.

- Filme de PCL com dcido oleico ou Span:

A solucdo foi obtida adicionando cloroférmio e dispersante, em uma concentragdo de
10:1 % w/w, sob agitacao durante 30 minutos antes da adi¢do do polimero. Apds essa etapa,
foram seguidas as mesmas etapas que o filme do PCL.

- Filme de PCL com hidroxiapatita e surfactantes (4cido oleico ou Span):

Foram agitados o cloroférmio e dispersante durante 30 minutos antes da adicdo da
hidroxiapatita, em uma propor¢ao de 15 % w/w, utilizando ultrassom de ponta. Posteriormente,
as etapas foram idénticas ao filme PCL.

As amostras foram caracterizadas conforme a figura 4.2.
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Figura 4.2: Fluxograma caracterizacoes das membranas e suas composicoes.

4.4. Preparacio dos nicleos porosos e densos

ApOs a realizacdo dos estudos das composicdes foi determinada a escolha do surfactante, o
qual foi utilizado nas seguintes etapas de obtencdo do scaffold. Para a obtencdo das amostras
ditas com nucleos porosos e densos,com formato cilindrico de altura de 4 mm e raio de 2 mm, foi
variado o porcentual de ceramica na solu¢@o polimérica e a presenca de agente porogénico.

O método utilizado foi evaporacdo de solvente (solvent-casting), utilizando 0,75 g do
polimero poli (g-caprolactona) (Sigma, Estados Unidos da América), 6 ml de cloroférmio
(Merck, Alemanha), propor¢do descrita por Mikos (Mikos, et al., 1996). Foram produzidas

membranas com diferentes propor¢des ceramica/polimero, visto na tabela 4.1.
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Tabela 4.1.: Nomenclatura das diferentes amostras e suas composicdes.

Referéncias Whiskers de HA
(Yow/w)
D0 1,5 0 -
D1 1,5 10 -
D2 1,5 15 -
D3 1,5 20 -
D4 1,5 25 -
P1 1,5 10 2,5
P2 1,5 15 2,5
P3 1,5 20 2,5
P4 1,5 25 2,5

O dispersante 4cido oleico (Synth) (0.5 %w/w) foi adicionado ao solvente durante 30
minutos em agitacdo constante, posteriormente foram adicionados os whiskers de hidroxiapatita
e agitado por mais 30 minutos. Depois foram adicionados o agente porogénico, quando cabivel,
NaCl (Synth, Brasil — dimensdo de 350 a 177 micros) e o polimero (massa molar de 80.000
g/mol). Ap6s agitacdo por 6 horas, as solucdes foram colocadas em placas de petri, as quais
foram mantidas em uma camera para evaporacao do solvente. Apds 48 horas as membranas
foram cortadas com um didmetro de 4 mm, colocadas no molde de Teflon® e levadas a estufa
em uma temperatura de 70 °C durante 30 minutos, posteriormente foi realizado uma pressao nas
amostras contra o molde, para evitar bolhas ou falhas entre as membranas aquecidas, visto na

figura 4.3., permitindo assim a producdo de amostras com a dimensao de 4x4 mm.
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Figura 4.3: Fluxograma da fabricac@o das amostras, pelo método casting.

A figura 4.4 esquematiza as diferentes composicOes e caracterizagdes dos nucleos porosos

e densos.
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Figura 4.4: Fluxograma preparacio dos corpos porosos e densos.
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4.5. Preparacao dos suportes tridimensionais

Ap6s a determinagdo da melhor concentragdo do percentual dos whiskers de hidroxiapatita
na drea porosa, foi realizado a etapa de obtencdo dos scaffolds. Nesta etapa foi alterado a
concentracdo de ceramica no nucleo denso das amostras, para tal ocorreu a preparagdo da
solu¢do, descrita a seguir.

Inicialmente, a solucdo solvente/dispersante foi agitada com uma frequéncia constante
durante 30 minutos, depois foi adicionada a parte ceramica e agitada durante 30 minutos,
posteriormente foi adicionado o polimero e o agente porogénico e agitada por mais 6 horas. A
partir dessa etapa foram abertos dois processos, o primeiro consistiu em colocar a solu¢do em
placas de petri e outro em moldes de teflon®, ambos descritos a seguir.

O método utilizado inicialmente basicamente consistiu em realizar um filme de 1 mm no
molde de teflon®, o qual posteriormente foi colocado o nicleo centralmente, e preenchido com o
restante da solucdo, foram realizadas algumas alteracdes visto na tabela 4.2. As amostras foram
levadas a uma camera para evaporacao de solvente, durante 24 horas. Depois foram lavadas com

dgua deionizada por mesmo periodo, sendo trocadas a cada 6 horas.

Tabela 4.2: Alteragdes do primeiro método de producdo do suporte tridimensional.

T1 Fixacdo 2 horas para 4 horas para (colocacdo de
apos a evaporacao do solvente evaporagdo do 30% do volume)
primeira (colocacdo de 30% do solvente (colocagdo
etapa volume) de 30% do volume)

T2 Fixacao 2 horas para 4 horas para  ---------mmm--ee-
apos evaporacao do solvente evaporagdao do

segunda (colocacao de 30% do solvente (colocagdo
etapa volume) de 60% do volume)

T3 Fixacao 5 horas para 2 horas para (colocagdo de
apos evaporacao do solvente evaporagdao do 30% do volume)

primeira
etapa

do solvente (colocacdo
de 90% do volume)

primeira (colocacao de 30% do solvente (colocagdo
etapa volume) de 30% do volume)

T4 Fixacdo Solugdo  viscosa- 2 c-mmmmmmmmmmmmemmmen
apos horas para evaporacio
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O outro processo foi realizado utilizando recursos da Universidade de Trento
(Departamento de Engenharia de Materiais, Itdlia), no qual foram produzidas membranas
porosas, utilizando placas de petri como moldes. Apds a evaporacdo do solvente em cameras a
vdcuo, as membranas foram cortadas em discos com 6 mm de didmetro, os quais foram
colocados no molde de teflon® ocupando 50% da altura do molde (6 mm), permanecendo
durante 15 minutos a 70 °C em uma estufa. Posteriormente, a pilha de discos foi pressionada
contra o molde, para minimizar o surgimento de bolhas ou falhas entre os discos e adicionado o
nuicleo e preenchido com discos de amostras, o conjunto foi aquecido novamente por 10 minutos

a 70 °C e pressionado novamente. As amostras foram fabricadas de acordo com a Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Diferentes suportes tridimensionais e suas composigdes.

Referéncia Regido Porosa Regido Densa
PCL (g) whiskers de Ha ~ NaCl (g)
(%ow/w)
S1 1,5 15 2,5 D4
S2 1,5 15 2,5 D1
S3 1,5 15 2,5 D2
S4 1,5 15 2,5 D3

A figura 4.5 demostra as diferentes composicdes e as caracterizagdes que as amostras

porosas com nucleo densos foram submetidas.
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Figura 4.5: Fluxograma amostra porosa com o niicleo denso.
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4.6 Técnicas de caracterizacao

4.6.1 Difragao de raios X

O plano cristalino dos materiais € analisado pelos resultados da difracdo de raios X. Para
observar qualitativamente a fase cristalina das cerdmicas utilizadas foi utilizado o equipamento
de difracdo de raios X, DMAX 2200 x - ray diffractometer, equipamento da Unicamp-FEM
(Rigaku, Japan) (CuKa, Ni filtro, 20kV, 20 mA, 20-40° (2q), 0,05° (2q) /s).

Padrdes e condi¢des de medidas:

Carbonato de calcio (JCPDS 05-0586) analisado de 20-50°;
Monetita (JCPDS 09-0080) analisado de 20-40°;

a-TCP (JCPDS 09-0169) analisado de 20-40°;

B-TCP (JCPDS 09-0348) analisado de 20-40°;
Hidroxiapatita (JCPDS 09-0432) analisado de 20-40°;
Pirofosfato de calcio (JCPDS 09-0346) analisado de 20-40°.

4.6.2 Fluorescéncia de raios X

Para a andlise quantitativa dos elementos dos materiais € utilizado a fluorescéncia de
raios X. Essa tecnica foi realiza utilizando o equipamento marca Rigaku modelo RIX 3100
(Unicamp-FEM), obtendo resultados sobre as ceramicas, em relacio a taxa Ca/P pela
quantificagdo dos elementos Ca, P e O, além de verificar a presenca de impurezas nos reagentes

primdrios com o elemento magnésio.

4.6.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das amostras ceramicas e dos compdsitos foi caracterizada por microscopia
eletronica de varredura utilizando um microscépio Jeol, Unicamp-FEM (JXA 840 A). Algumas
amostras de compositos foram fraturadas em N2 liquido e recobertas com ouro, por meio do
Sputer Coater (Bal- Tec- SCD 050) com corrente de 40 mA durante 200 s, com tensdo de
operacao em 10 kV.
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As 1imagens das amostras realizadas na Universidade de Trento, Itdlia, foram
provenientes do equipamento Cambridge Stereoscan 200 (operating mode, high vaccum,
secondary electron SE detector). As amostras secas foram recobertas por meio do Sputer Coater
(SEM Coating Unit PS3, Assing S.p.A, Rome, Itdlia) com uma fina camada de ouro em
atmosfera de argdnio (20 mA a 5 x10 ~ Pa por 30 segundos).

Para as amostras analisadas durante o estagio na Universidade Texas A&M foi utilizado
o equipamento JEOL 6400, com uma aceleracdo de voltagem de 15 kV, o recobrimento da
superficie foi realizado utilizando o equipamento sputer coater, permitindo uma formacdo de

uma fina camada de ouro (~4 nm).

4.6.4. Espectroscopia de infravermelho (FTIR)

E uma técnica utilizada para analisar superficies e interfases. O espectro FTIR pode ser
adquirido por distintos métodos de medidas tais como, transmissdo, reflexdo, refletancia total
atenuada (ATR) e entre outros (Mueller, 2001) (Hirschmugl, 2002). O método ATR por nao
necessitar que a amostra esteja polida € utilizado com maior frequéncia no estudo de biomaterias
(Ratner, et al., 2004). As amostras foram caracterizadas pelo equipamento Fourier transform
infrared spectroscopy, Unicamp-FEM (Perkin Elmer® 1760X FTIR), utilizando uma faixa de
4000 a 500 cm™.

4.6.5 Ensaio mecanico

As amostras passaram por ensaio mecanico a compressdo. Para a avaliac@o foi utilizado o
equipamento 4502 (Instrom, Trento, Italy), a velocidade do ensaio foi de 1mm/min, com uma
célula de carga de 1kN. Para cada grupo foram testadas 3-4 amostras, as quais foram medidas
antes e depois do ensaio. Tabela 4.4 sdo as amostras de niicleos densos e porosos e na tabela 4.5
apresenta as amostras dos suportes tridimensionais. As amostras tridimensionais foram avaliadas
utilizando o ensaio de compressdo mecanica em condi¢cdes umidas, recurso disponivel pelo
departamento de Bioengenharia da Universidade do Texas A&M, utilizando o equipamento Test

Resouces (College Station, Estados Unidos), a velocidade do ensaio foi 2 mm/mim.
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Tabela 4.4: Amostras para ensaio mecanico de compressao.

Amostras Dimensodes (mm x mm)
P1 4x4
P2 4x4
P3 4x4
P4 4x4
DO 4x4
D1 4x4
D2 4x4
D3 4x4
D4 4x4
D5 4x4

Tabela 4.5: Amostras para ensaio mecanico de compressao.

Amostras (composi¢cao) Dimensdes (mm X mm)
S1 (porosa — 15%w/w de 10x6
hidroxiapatita; denso- 25%
w/w de hidroxiapatita)

S2 (porosa — 15%w/w de 10x6
hidroxiapatita; denso- 10%
w/w de hidroxiapatita)
S3 (porosa — 15%w/w de 10x6
hidroxiapatita; denso- 15%
w/w de hidroxiapatita)
S4 (porosa — 15%w/w de 10x6
hidroxiapatita; denso- 20%
w/w de hidroxiapatita)

Ap6s a obtencdo dos dados, grificos de forga por deslocamento, foi calculada a tensdo a
compressao para cada amostra, de acordo com as equagdes apresentadas a seguir, para o ensaio
axial foi utilizado a:

Equacdo 1: Tensdo (MPa) = N/nr?

Os dados utilizados para o célculo de tensdo a compressdo foram retirados da curva de forca

(N) por deslocamento (mm), fornecido pelos ensaios mecanicos a compressdao, o modulo de

elasticidade das amostras foram calculados seguindo as normas ASTM D1621-10 e D695-08
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para as amostras densas e porosas, respectivamente. Os resultados foram submetidos aos ensaios

estatisticos ANOVA e “2-sample-t”.
4.6.7. Porosidade
Para analisar a porosidade das amostras porosas com o nicleo denso, foi realizada a

pesagem das amostras com o NaCl, apos a retirada do agente porogénico e das amostras secas. A

porosidade foi determinada através da:

Equacio 2:Porosidade %= (1-P/P") x 100

Onde P e o peso das amostras com o agente porogénico e P~ € o peso da amostra apds
lixiviacdo do agente (amostra seca). O peso das amostras foi obtido utilizando a balanca

eletronica de alta precisao.

4.6.8 Angulo de contato

Os experimentos foram realizadas usando uma micro balanca diWilhelmy DCA322

(Termo Cahn) capaz de recolher dados a uma taxa de 1 Hz, mostrado na Figura 4.6.

Figura 4.6. Foto do equipamento tensiometro Wilhelmy.
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O tensiometro Wilhelmy mede as forcas de molhamento no perimetro das amostras,
normalmente utiliza amostras com formato de placa ou cilindro. Desse modo, ao ser imersa em
liquido, a amostra entra em contato com a solu¢do e sdo determinadas as forcas. As forcas
determinam os cdlculos para atingir os angulos de avanco e recuo. A for¢a do componente é a
forca de molhamento que é definida como: For¢a de molhamento = 1v P cos 0.

Onde, lv € a tensdo da superficie do liquido, P é o perimetro da amostra. O angulo de
contato € obtido a partir dos dados gerados, como o avanco da amostra para o liquido, € chamado
de angulo de avanco. J4 quando o processo € invertido, os dados recolhidos sdo utilizados para
determinar o angulo de recuo. Esta andlise também foi durante o estdgio na Universidade de
Trento- Italia.

Para a observacao do angulo de contato estdtico das amostras foi utilizado o equipamento
KSV-CAM 200 (College Station, Texas-US), o qual utiliza um sistema de autorecipente, video
camera e software para analise do formato da gota. O liquido utilizado para a criagdo da gota foi
agua deionizada, com um volume de 5 pL. sendo observado durante 15 e 120 segundos. Para
cada grupo foram testadas as duas superficies a em contato com o ar durante a evapora¢do do

solvente e a em contato com o vidro, em todas foram realizadas triplicatas.

4.6.6. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Andlises de DSC (Mettler, Model DSC30, Germany) foram realizadas por meio de um
primeiro aquecimento na faixa de -100 a 100 °C (taxa de aquecimento de 10 C/min, sob
atmosfera de nitrogénio), para que se pudesse desconsiderar a influéncia térmica decorrente da
etapa de preparagdo das amostras. Posteriormente, outra varredura foi realizada para avaliar o
pico endotérmico com sua faixa entre -100 a 300 °C, com a taxa de aquecimento de 10 C/min,
sob atmosfera de nitrogénio. Com estes resultados, foram medidos os valores da temperatura de
transicdo vitrea (Tg), fusdo (Tm) e a variacdo da entalpia de fusdo (AHf). A porcentagem de
cristalizacdo das amostras foi calculada a partir das curvas obtidas para a drea do pico
endotérmico e a entalpia de fusdo do material.

O grau de cristalinidade, Xc, foi determinado pela relagdo do calor da fusao, AHf, das
amostras (corrigidos retirando o valor de fosfato de cdlcio presente) a entalpia de cristalizagdo do
PCL, AHc, o qual ¢ 136 J/g, desse modo Xc = AHf/AHc (Ergun , et al., 2012) (Ozkan, et al.,

2010). Esta andlise ocorreu durante o estdgio na Universidade de Trento-Italia.
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4.6.7 Microscopia de forca atdmica (MFA)

A topografia e rugosidade das superficies das amostras foram analisadas pelo
equipamento de forga atomica (NT-MDT Solver AFM). Os filmes de PCL, PCL/4cido oleico,
PCL/ Span, PCL/ 4cido oleico/ HA e PCL/ Span/ HA foram analisados em condicdes secas,
permanecendo 24 horas no dessecador antes da andlise.

Os dados foram obtidos em temperatura ambiente, utilizando uma ponta de varredura em
uma area de no maximo 90 mmz, a frequéncia ficou entre 1.0 a 1.2 Hz. Assim como as

anteriores, esta andlise ocorreu durante o estdgio na Universidade de Trento- Itdlia.

4.6.8 Ensaio mecanico de tracao

Para a avaliagdo da adi¢do de hidroxiapatita na matriz polimérica foi realizado o ensaio
de tragdo nas amostras fabricadas em forma de membrana. As amostras foram cortadas em tiras
retangulares (~20 mm X ~5 mm x ~1.0 mm) , seguindo a norma ASTM D882-12. Foi utilizado o
equipamento Instron 3345 ( Universidade TexasA&M- College Station, EUA), com uma taxa de
tracao constante de 50 mm/mim. Usando a curva de tensdo deformacdo foi calculado o modulo
de elasticidade (MPa), a carga maxima (N), tensdo da carga maxima (MPa) e a carga durante o
rompimento (MPa). Os valores foram retirados de uma media de 6 amostras por grupo. Esta

analise ocorreu durante o estagio na Universidade Texas A&M.

4.6.9 Microscopia 6ptica — luz polarizada (MO)

Para analisar a interacdo dos surfactantes e dos whiskers de hidroxiapatita com a
nucleacdo dos esferulitos nas membranas foi realizada imagens com luz polarizada, utilizando
microscopio optico Olympus SZ 40 - modelo GXS51 - com sistema acoplado de fotografia, com a

lente polarizadora GX-PO.
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4.7.Ensaios preliminares in vitro

4.7.1 Avaliagdo da biocompatibilidade e citotoxicidade dos whiskers de hidroxiapatita

A linhagem celular utilizada no ensaio de citotoxicidade foi proveniente da ATCC,
utilizando as células do CHO-k1 (Chinese ovary hamster), em cultura com meio RPMI 1640
(Gibco 23400) suplementado com antibidtico e antimicético (penicilinalO0 unidades/mL,
estreptomicinal 00 pg/mL e anfotericina 0, 025 pg/mL Gibco 15240-062), 2mM de glutamina e
10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas) em incubadora imida a 37 °C e atmosfera de 5%
de CO,, até atingirem a subconfluéncia (aproximadamente 90% de utilizacdo da area de cultura)
na placa de cultura da qual foram descoladas pela acdo da solucdo de tripsina 0,05%/EDTA
0,02% em solugao tampao fosfato pH 7,4.

A metodologia empregada foi a Kit CellTiter96 ® AQueous Non Radioactive Cell
Proliferation Assay Promega Corporation. O ensaio de prolifera¢do celular nido radioativo é um
método colorimétrico para determinacdo do nimero de células vidveis em ensaios proliferativos
ou quimiosensitivos. O ensaio CellTiter96 ® AQ ueous é um conjunto de solu¢des de um
composto  tetrazdlico ((3-(dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolium, sal inerte; MTS) e um reagente acoplador de elétrons (metasulfato de fenazida);
PMS). O MTS € bioreduzido pelas células a produto formazan que é solivel no meio de cultura
tecidual. A absorbancia do formazan a 490 nm pode ser medida diretamente de placas de 96
pocos sem adicdo de outros processos. A conversao do MTS em formazan solivel aquoso é
executada pela enzima desidrogenase encontrada em células metabolicamente ativas. A
quantidade do produto de formazan como medida da quantidade de absorbancia a 490 nm ¢é
diretamente proporcional ao niimero de células vidveis em cultura.

Para o ensaio de citotoxicidade foi seguido a norma ISO 1993 (ISO, 2009) a preparacao
dos extratos com as amostras em p6 de whiskers de hidroxiapatita foi seguido uma propor¢ao de
0,2g/mL. de meio de cultura. Como controle negativo para os pds foi utilizado Alumina
(0,2g/mL). As amostras foram mantidas em um banho termostatizado a 37° C com agitacdo leve,
por 48 horas. Como controle positivo, foi preparado uma solug@o fenol 0,5% v/v. Os extratos
foram esterilizados por filtracio por membrana de acetato de celulose e diluidos de 100 a 6,25%

v/v de meio de cultura RPMI para realizagdo do ensaio de viabilidade celular.
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A viabilidade das células CHO-k1 foi observada em uma placa de cultura de 96 pocgos,
que foram colocados 50uL da suspensdo de células CHO-k1, na concentracdo final de 3000
células por poco, sobre S0uL do extrato em suas diluigdes, em quadruplicata. A placa foi
colocada na incubadora imida com 5% de CO, por 72 horas a 37°C. A viabilidade celular foi
determinada pela adicio de 20 uL de solucdo de MTS (corante supravital do composto
tetrazolico) /PMS (agente acoplador de elétrons), na razdo 20:1, e incubado por mais 2 horas.
Ap6s o ultimo periodo de incubacio, a placa foi levada a uma leitora ELISA (espectrofotometro
para placas de 96 pocos) com filtro de 490 nm para leitura das densidades Opticas. Este ensaio foi

realizado em parceria com o IPEN, com a professora responsdvel Dra. Olga Zazuco Higa.

4.7.2 .Ensaios com células de osteosarcoma humana (USO2)

Para o ensaio de proliferacio nas membranas foi utilizado a linhagem celular U20S
(MarinPharm GmbH), células osteosarcoma humana, entre as passagens 2 a 6. Foi utilizada uma
cultura de DMEM (GIBCO) complementada com 10% de soro fetal bovino, 2mM de L-
glutamina, 1 mM de piruvato de sodio e ImM de penicilina/ estreptomicina em uma incubadora
mantida a 37 °C com 5% de CO,, como descrito anteriormente (Hsu, et al., 2010).

As amostras foram cortadas com um bisturi circular de 11 mm de didmetro,
posteriormente foram esterilizadas por imersao em dlcool 70% durante 2 horas. Apos a fixacao
das amostras nas placas petri, foram deixadas em contato com a luz UV durante 30 minutos. As
células foram semeadas em uma concentracdo de células 2,5x10* células/ cm’® e esperou 45
minutos para a adi¢do do meio, para uma melhor fixacao das células nas amostras.

Ap6s os periodos 1, 3 e 7 dias as amostras (PCL, PCL/HA, PCL/4cido oleico, PCL/ 4cido
oleico/HA, PCL/Span e PCL/Span/HA) foram lavadas com PBS e adicionados 4% de
paraformaldeido durante 10 minutos, posteriormente foram adicionados PBS para a visualizacao
no microscopio Nikon FN1 (University of Texas A&M). As imagens foram obtidas utilizando a
camera Nikon C1 com uma cabeca de laser confocal, com 40-mW Argon (Melles Griot) e uma
lente objetiva 60x imersa em dgua (Tondon, et al., 2012).

Foi medido o pH no meio de cultura antes e depois dos periodos utilizando as tiras
ColorpHast (EMD- pH 5,0 -10,0). Os ensaios ocorreram durante o estigio na Universidade

Texas A&M, em College Station — Texas.
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4.8 Obtencao e diferenciacao das células tronco.

O estudo com células tronco ocorreu com parceria com o Centro de Hematologia e
Hemoterapia da Unicamp, com colaboracdo dos pesquisadores: Profa. Dra. Sara Teresinha Olalla
Saad, Adriana da Silva Santos Duarte e Pedro Bordeaux Rego. Toda pesquisa passou por
julgamento do comité de ética, sendo um adendo no projeto do aluno Pedro Bordeaux Rego, o
aceite do comité esta em anexo I.

As etapas de preparacdo das células tronco de origem humana do tecido adiposo foram a
separagdo das células, expansdo e cultura das ADSC, avaliacdo de fenétipo celular por citometria

de fluxo, citogenética e atividade da telomerase.

4.8.1Coleta das células.

A separagdo das células tronco de origem humana provenientes de tecido adiposo foi
realizada seguindo o protocolo, descrito no Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas (processo CEP-N° 838/2008), o qual resumidamente diz que o tecido adiposo
¢é lavado com PBS e dissecado em pequenos fragmentos. Depois, os fragmentos sao tratados com
colagenase tipo I em solugdo-tampao com 25mM Hepes (20mg/ml BSA + 1.5mg/ml colagenase)
por 30-90 minutos e a 37°C e agitacdo gentil. A enzima € desativada pela adicao de igual volume
de DMEN-low glucose/10% SFB e centrifugada (220g) por 10 minutos. O pellet é ressupendido
em 40 ml de DMEN-low glucose /10% SFB e filtrado por uma membrana de nylon(100u). O
filtrado € centrifugado novamente (220g) por 10min e ressuspendido em meio de cultura padrao
DMEN-low glucose / 10% SFB. As células foram plaqueadas numa densidade de
1,5x10°celulas/ml. Apés 48 horas de incubagio, a cultura é lavada com PBS para retirar as

células nao aderentes.
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4.8.2. Expansdo e cultura das ADSC.

As células foram incubadas por 3-5 dias para permitir a forma¢ao de colonias de ADSC,
ou até atingirem confluéncia. Ao atingir confluéncia de 60-70%, as células foram tripsinizadas e

distribuidas a 4x10* células/ml. O meio de cultivo foi DMEM-LG/ 10% SFB com antibitico.
4.8.3. Diferenciacdo das ADSC

Apés a quarta passagem, as células tronco foram diferenciadas em células adipositas,
osteoblasticas e condrdcitas. Para induzir a diferenciacdo das células foram cultivadas em meio
de cultura especifico para cada diferenciacdo, de acordo com o protocolo Invitrogen (A10296,
versao A).

Para o meio de cultura para a diferenciacao adipogénica foram utilizados dexametasona,
3-isobutil metalxantina, insulina e indometacina. No meio osteogénico foram utilizados 4cido
ascorbico, dexametasona, proteina morfogénica 6ssea 2, - glicerol fosfato. No meio de cultura
utilizado para a diferenciacio condrogénica foram utilizados 4cido ascorbico, proteina
morfologénica 6ssea 6, insulina e TGF B1. Todos os meios de cultura foram trocados a cada 3

dias.

4.8.4.Avaliacdo de fen6tipo celular por citometria de fluxo.

Apés a quarta passagem, as células foram analisadas por citometria de Fluxo. As células
foram coletadas, totalizando 10° células, e ressuspendidas em PBS com 200uL de solu¢do para
andlise por citometria de fluxo ( PBS1X sem Ca® Mg2+, 3%FCS, 10mM HEPES pH 7,2) com os
anticorpos CD73, CD90 e CD105, CD3, CD14, CD45 e CD133 e IGg 1 (controle positivo) ou
sem os anticorpos (controle negativo). Em seguida e por duas vezes, as células foram lavadas
com PBS por 5 min e centrifugadas a 220g por 5 minutos e descarta-se o sobrenadante. As
células foram incubadas em 200ul de anticorpo secundario conjugado com fluocromo
(fluoresceina ou rodamina) por 30min e a 4°C (em gelo). Para remover o excesso de anticorpo,

as células, por duas vezes, foram centrifugadas a 220g por 5 min e sobrenadante foi descartado.
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As células foram analisadas em um citdmetro de fluxo (Becton-Dicknson) imediatamente. Para

andlise posterior, o material foi fixado em 1% de paraformaldeido.

4.8.5Microscépio confocal.

As células foram cultivadas sobre laminulas de vidro, lavadas com PBS e fixadas com
uma solu¢do de paraformaldeido 4% por 10 minutos. Em seguida, foi realizado o bloqueio e a
permeabilizacdo celular com uma solucdo 3% de BSA e 0,1% de Triton 100x. Os anticorpos
primdrio anti-CD90, anti-CD73 e anti-CD105 foram diluidos para 10 pg/mL em solu¢do 1% de
BSA e incubados com as células, em cimara dmida a 4°C, durante 18 horas. As laminulas foram
lavadas com PBS e montadas em laminas, utilizando-se meio de montagem para fluorescéncia

(ProLong® Gold com DAPI, da Molecular Probes).

4.8.6 Avaliacdo da atividade da telomerase.

A avaliacdo da atividade da telomerase foi realizada utilizando o kit TRAPeze S7700 (

Chemicon, U.S.A.) (Figura 4.7).

Extragdo da telomerase

\Z

Preparacdo da mistura para reagao.

\Z

Extensdo da telomerase (30 minutos em 30 C)

NZ
Ampliagdo PCR (30 a 33 ciclos)

PAGE 10 ou 12.5%

A4
Fixagdo do gel
NZ

Imagem

\Z

Analise dos dados.

Figura 4.7: Fluxograma do ensaio da avaliacdo da telomerase.

45



O ensaio do protocolo da amplificacdao repetida da telomerase (TRAP)3 e as variagdes
desse ensaio sdo os métodos mais comuns para o monitoramento da atividade telomerase. O
ensaio TRAP, originalmente descrito por Kim € um ensaio com dois estdgios, baseado em PCR.
No primeiro estdgio, a telomerase acrescenta repeticdes de 5' TTAGGG 3' ao final de um primer
sintético (denominado primer TS) que apresenta uma sequéncia tipo telomero. No segundo
estdgio, os produtos sdo amplificados com uso de um primer reverso (denominado primer CX),
que é complementar as sequéncias repetidas. Quando visualizadas por autorradiografia, um teste
positivo com o ensaio TRAP revela uma sequéncia de bandas diferindo em 6 bp, do
comprimento da repeti¢cdo hexaédrica 5' TTAGGG 3' ( Kim, et al., 1994).

A extracdo da telomerase consistiu em suspender o concentrado celular em 200 uL de
solucio 1X CHAS Lysis Buffer por 10°-10°. Posteriormente a suspensdo foi incubada no gelo
por 30 minutos, a qual foi centrifugada utilizando uma micro centrifuga por 20 minutos a 4 °C.
Foram transferidos 160 puL do sobrenadante para um novo tubo, no qual foi determinada a
concentracdo de proteinas.

Foi avaliada a atividade da enzima telomerase, nas passagens 4, 8 e 12.

4.8.7 Citogenética das células tronco.

Para a obtenc@o dos cromossomos para esse ensaio, foi realizada a separagao das células
de 70 a 80% do confluente da placa de cultura e tratada com colchicina (10pug/mL) em uma
concentragao de 100 uL/mL, diretamente adicionada na cultura e incubada por um 12 horas a 37
°C.

As células foram removidas da placa e tripsinizadas por 3 minutos em 37 °C,
posteriormente foram lavadas com PBS e coletadas em tubos de centrifugacdo de 15 mL os quais
foram centrifugados por 10 minutos em 1200 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspenso em 5 mL de 0,075 mol/L de KCl em 37 °C por 12 minutos. As células foram
fixadas com metanol e dcido acético (3:1), marcadas para bandas G e analisadas.

Desse modo, foram observadas utilizando microscépio 6ptico com magnificagdo de
1000x. As imagens de metéafase foram capturadas utilizando um sistema proprio de andlise de

citogenética.
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4.9 Avaliacao in vitro das ADSC nos scaffolds.

As células ADSC foram cultivadas até a passagem 4 e depois colocadas no meio para
inducdo de diferenciacdo osteogénica. Foi analisada a capacidade de aderéncia das ADSC ao
biomaterial, a sua taxa de proliferacdo e diferenciacao.

O protocolo seguido nesse projeto foi retirado do artigo do grupo de pesquisadores norte
americanos da Universidade de Colorado (Kuckh, et al., 2010). As amostras foram produzidas

com o diametro de 6 mm por 2 mm de altura, os grupos das amostras analisados foram:

- PCL (controle)- Denso;

- PCL com 4cido oleico- Denso;

- PCL com 4cido oleico —Poroso;

- PCL com 4cido oleico e whiskers de hidroxiapatita (15 %w/w HA) — Poroso;
- PCL com 4cido oleico e whiskers de hidroxiapatita (25 %w/w HA)- Denso;

- Nicleo denso drea porosa com hidroxiapatita;

- Nicleo denso drea porosa.

Cada ensaio foi repetido trés vezes para cada grupo de amostras, todos os ensaios realizados

serao detalhados adiante:

4.9.1Andlise de alizarin red — para andlise de deposi¢do de calcio.

Essa andlise permite que identifique a presenca de cdlcio nas amostras analisadas. Porém a
reacdo nao € estrita para identificacdo do célcio, os elementos magnésio, bario, e ferro podem
interferir na reacdo, entretanto normalmente nao apresentam em concentracoes suficientes para
interferir na marcacao.

A solugdo de alizarin red foi misturada com dgua destilada 100 ml para cada 2 g de

alizarin. Depois foi ajustado o pH com hidréxido de amdnia. As amostras foram colocadas em
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contato com a solucdo e depois foi removida a solu¢do e as amostras foram analisadas pelo
microscopio Optico, para uma andlise qualitativa.

J4 para a andlise quantitativa, foram realizados os seguintes procedimentos: 0S pocos
foram lavados com PBS e as c€lulas fixadas com solu¢do de formalina 10% por 24 horas e, apds
esse periodo, desidratadas em concentracdes crescentes de dlcool, mantendo cada solugdo em
contato com as células por 1 hora. Apds a dltima hora, a solu¢do foi removida e as placas
mantidas abertas até a secagem total. Uma vez secos, os pocos foram preenchidos com uma
solu¢do de vermelho de alizarina (SIGMA), mantida durante 8 minutos. Apds esse periodo, o
excesso de corante foi removido pela lavagem abundante do material com dgua bidestilada e as
placas novamente foram mantidas abertas até a secagem. A quantificacdo da coloracdo foi
avaliada por método colorimétrico de acordo com (Gregory, et al., 2004). Foram adicionados
280 ul de acido acético a 10% a cada poco previamente corado com vermelho de alizarina, e a
placa foi levada ao agitador por 30 minutos em temperatura ambiente. O conteido de cada poco
foi transferido para tubos tipo eppendorf, e entdo aquecidos a 85°C por 10 minutos e depois
mantidos em gelo por 5 minutos. Os tubos foram levados para centrifuga a 20.000g por 15
minutos, € 100 pl do sobrenadante de cada tubo foi transferido para um novo tubo. Entdo 40 pl
de hidréxido de amonia a 10% foram adicionados a cada tubo para neutralizar o 4dcido, e todo o
conteido (140 pl) foi transferido para uma placa de 96 pogos. A absorbincia foi medida em
espectrofotometro pQuant (BioTek Instruments, Inc.) no comprimento de onda de 405 nm. A
formacdo de matriz mineralizada foi expressa como absorbancia. Foi analisada nos periodos 0,

14 e 21 dias.

4.9.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Todas as amostras foram cultivadas em meio com 10% de SFB por 24h a 37°C. As amostras
foram fixadas utilizando duas solucdes de fixagdo: a primeira € constituida pelos reagentes
glutaraldeido 2.5% em tampao cacodilato 0,1M, pH 7,2, e a segunda tampao de cacodilato 0.1M.
Os procedimentos consistiram em colocar as amostras em imersao na solucdo 1, durante 30
minutos em 4°C; posteriormente foi removido a solu¢cdo das amostras e lavadas mais de uma vez
na solugdo de fixacdo 2. O tempo maximo de conservacao das amostras na solucdo de fixagdo 2 é

de 15 dias a 4°C, todas as amostras respeitaram esse tempo de conservacao.
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Para o ponto critico foi realizado a preparacdo das amostras pela desidratacdao em etanol em
concentragdes crescente: 70,85,95,99.8%, mantendo na udltima concentra¢do durante 10 minutos
até ser seco em ponto critico (Balzers CTD 030).

As amostras foram submetidas ao recobrimento com ouro em sputter (Balzers CTD 050) e
foram observadas em microscépio eletronico de varredura (JEOL 5800) nos periodos 4, 7, 14 e

21 dias de cultura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacoes dos materiais ceramicos

Os fosfatos de célcio podem ser obtidos a partir de dois tipos de processamentos
principais: o primeiro processo € caracterizado por utilizar pds-reagentes, os quais sdo
misturados com dgua ou uma solucdo aquosa, na qual ocorre uma precipitacdo. Em seguida, a
solugdo € levada a secar resultando no CaP desejado; esse processo foi utilizado para a sintese de
monetita e carbonato de cdlcio. O outro processo é quando a reagdo ocorre no estado sélido
através da sinterizacdo (liquida ou sélida) dos pds-iniciais até a estabilizacdo da fase desejada,
esse processo foi utilizado para a sintese do a- fosfato tricalcico (Hench, et al., 1993).

O primeiro processo de fabricacdo permitiu a sintese de monetita com uma relagao célcio
fésforo compativel ao padrao JCPDS, sendo 1,27 confirmado pela relacio Ca/P com os valores

retirados da FRX, visto na Tabela 5.1. A pureza de fase cristalina foi comparada com o padrao

JCPDS 08090, visto na Figura 5.1.

Tabela 5.1: Valores dos elementos obtidos pela analise de FRX da monetita.

Elementos Resultados (wt%)

O 48,5399
Ca 31,9937
P 19,4108
Relaciao Ca/P 1,27
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Figura 5.1: Difratograma da monetita.

O carbonato de calcio apresentou se puro, possuindo uma rede cristalina compativel com
os padroes JCPDS 05-0586 e 01-1032, visto na Figura . Ao realizar a andlise de FRX foram
detectados niveis aceitdveis de impurezas, como por exemplo, de sédio, o qual apresentou um

nivel de 0,1067 ppm na amostra analisada, Tabela 5.2.
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Figura 5.2: DRX do carbonato de calcio.
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Ainda em termos de impurezas, o nivel de magnésio na amostra de carbonato nado alterou
a temperatura de sintese de o- fosfato tricdlcico. A literatura referencia que valores acima de 250
ppm podem provocar o comprometimento da sintese do o-TCP, devido a possibilidade de
estabilizar a fase B-TCP, forma de baixa temperatura do TCP, e inibir a total conversdo para o-
TCP em temperaturas altas como 1500°C (Motisuke, et al., 2008). Desse modo amostras com
niveis altos de Mg necessitam da temperatura de transformacdo de fase [B]-[a] de

aproximadamente 1125°C para valores acima de 1400°C (Carrodeguas, et al., 2008).

Tabela 5.2: Valores retirados da analise do carbonato de calcio pelo FRX.

Elementos Resultados (wt%)
(0] 48,6802

Ca 51,1441

Na 0,1067

Mg 0,0227

Ap6s a realizagdo da sintese da mistura de monetita e carbonato de cdlcio, foi obtido a-
TCP, em seu difratograma sao visto picos de B-TCP, porém seu pico de 100% nao foi detectado
no difratograma, o qual é visto no angulo de aproximadamente 31, visto na figura 5.3. Na figura
5.4 é visto o difratograma da amostra de a-TCP, comparando com os padrdes JCPDS do préprio

e do B-TCP, pode observar que os picos principais sao compativeis com o padrao desejado.
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Figura 5.4: DRX da amostra de [alfa] TCP: A- padrao JCPDS 09-0169; B- [Beta]- TCP padrao JCPDS 09-
0348; C-amostra [alfa] TCP.

Ap6s a hidrdlise do [Alfa]-TCP, foram obtidos e caracterizados os whiskers de
hidroxiapatita. Essa ceramica apresentou seu difratograma compativel com o padrao JCPDS de

hidroxiapatita deficiente em cdlcio (46-0905), ja que foi produzido utilizando como reagente o
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[Alfa]-TCP, o qual apresentou uma relacdo Ca/P de 1,50 (figura 5.5 e figura 5.6). Essa relacao
permite uma maior solubilidade da cerdmica no fluido corpéreo, ao se comparar com
hidroxiapatita estequiométrica, ja que € apresentado na literatura que a taxa de reabsorcdo é de

aproximadamente 1-2% por ano (Constantino, et al., 1994).
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Figura 5.5: Difratograma de raios X do whiskers de HA.
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Figura 5.6: Padrao JCPDS (A) comparando seus principais picos com a amostra de whiskers de HA (B).
De fato, a morfologia dos whiskers de hidroxiapatita € caracterizada pela semelhanca de
agulhas com uma alta razdo de aspecto, sendo calculada utilizando //d, sendo / o valor do

comprimento € d o valor do didmetro do whiskers. Desse modo, quando apresentaram altos
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valores de razao de aspecto estes componentes ceramicos demonstram uma morfologia alongada
e fina, porém quando apresentarem baixos valores € caracterizado por uma morfologia préxima a

de particulas. A morfologia semelhante com agulhas pode ser visualizada na figura 5.7.

200 nm EHT = 10.00 kv/ Signal A = SE2 BlOtech
— WD = 43mm Mag = 90.00 K X S

Figura 5.7: Imagem dos whiskers de hidroxiapatita com escala de 200 nm.

Essa morfologia mostrou ser a responsdvel pelo aumento nos valores da resisténcia
mecdnica a compressdo, em trabalhos anteriores, pois essa caracteristica de semelhanca com
agulhas minimiza a fragilidade da ceramica, e aproxima com a resisténcia tedrica, desse modo
sdo utilizado whiskers como reforco em matrizes poliméricas (Cardoso, et al., 2010).

Na figura 5.8 sdo vistos os espectros das amostras de whiskers de hidroxiapatita com o
porta amostra e o somente o porta amostra. Alguns picos da amostra de hidroxiapatita parecem
sobrepostos com alguns picos do pldstico utilizado como porta amostra. O pico préximo a banda
de 1000 cm’ é atribuida a vibragoes dos
grupos de fosfato (PO,), os picos de absor¢io préximos a 600 e 500 cm” corresponde a

vibragdes de PO43'.
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Figura 5.8: FT-IR das amostras superior porta amostra; inferior porta amostra com whiskers de
hidroxiapatita.

5.2 Estudo do uso de surfactantes: ensaio de molhabilidade, microscopia de forca atomica
(MFA), microscopia de varredura (MEV), microscépio 6ptico com luz polarizada e

ensaio de tracio das membranas.

A interface entre a matriz polimérica e a ceramica deve ser minuciosamente estudada,
assim andlises como molhamento e topografia da superficie foram realizadas para o
entendimento da influéncia da hidroxiapatita e dos surfactantes na matriz polimérica.

A necessidade de utilizar surfactantes para uma melhor distribuicdo de ceramicas em
materiais poliméricos tem sido abordada por diversos grupos de pesquisas, entre eles o grupo de
pesquisa da Universidade Dankook, o qual pesquisou a utilizagdo do dcido oleico para melhor
distribuicdo de hidroxiapatita em membrana de PCL (Hae-Won, 2007). Assim como tal, foi
possivel afirmar que a utilizacdo de surfactantes permitem uma melhor dispersdo e
homogeneizagdo das amostras. Figura 5.9 mostra as imagens das fraturas das amostras PCL/HA,

PCL/Ac oleico/HA e PCL/Span/HA.
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Amostras PCL/HA PCL/ac/HA PCL/span/HA

Imagens

Vac-High PC-Std. 10 kV x 1000  se— 20 ym Vac-High PC-Std. 10 kV x 1000

Figura 5.9: Imagens com aumento de 1000x das amostras PCL/HA; PCL/ac/HA e PCL/span/HA.

A amostra que ndo teve a adicdo de surfactante resultou em maiores aglomerados
ceramicos e uma possivel decantagdo da composicdo ceramica, devido a maior presenca dos
aglomerados na drea em contato com o vidro. Nas amostras que apresentaram surfactantes em
sua composicdo, os aglomerados cerdmicos foram menores e apresentaram-se nas dreas em
contato com o ar e com o vidro.

A presencga de surfactantes também altera as propriedades de molhabilidade da superficie,
desse modo, quando é aumentado a hidrofilicidade pode aumentar a interagdo entre a superficie
do biomaterial com o fluido corpéreo (Kilpadi, et al., 1994).

A técnica de angulo de contato por andlise dos angulos de uma gota com a superficie
estudada utiliza apenas uma seccdo da forma da gota para andlise, entretanto com essa técnica €
possivel reduzir as varidveis, devido analisar apenas uma superficie da amostra. J4 o método
Wilhelmy, utiliza uma média dos valores dos angulos de contato, revelando resultados sobre o
angulo de avanco e de recesso (Good, 1993).

Nesta andlise alguns aspectos devem ser abordados, como rugosidade, dureza e
composi¢do, pois podem alterar o resultado do dngulo de avango e recesso. A irregularidade da
superficie pode alterar o dngulo de avanco, pois a 4gua pode permanecer no defeito da superficie.

A Figura 5.10 contém imagens de microscopia eletronica dos filmes analisados, tanto da
superficie em contato com o ar durante o processo de evaporagdo de solvente, quanto da
superficie em contato com o vidro. Todas as superficies em contato com ar apresentaram mais

rugosas; a membrana de PCL com é&cido oleico resultou em superficies rugosas em ambos os
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grupos, com ou sem hidroxiapatita; o mesmo ndo ocorreu quando adicionado Span, sendo que

apenas no grupo com hidroxiapatita apresentou rugosidade na superficie.

Amostras  Ar Vidro

] A
Signal & = SE1 EHT = 10.00 kv Signal A = SE1 EHT = 10.00 k¥
Mag= 100X WD = 10.5 mrm H Mag= 100X WD = 10.0 mm

PCL/Span
Signal & = SE1 EHT = 10.00 kv Signal A = SE1 EHT = 10.00 kv
Mag= 100X WD = 8.5 mm i Mag= 100X WD'=100mm

L .
PCL/4cido
oleico

o Signal A = SE1 EHT = 10.00 kv ﬁ " Signal A= SE1 EHT = 10.00 kv ﬁ
Mag= 100X WD =105 mm — Mag= 100X WD =105 mm —
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Span/ HA
Sigral A = SE1 EHT = 10.00 kv WI"I - — Sigrlilh:SE1 - EHT = 10.00 kv
Mag= 100X WD = 95mm H Mag= 100X WD = 95 mm
E- PCL/
acido
oleico/HA

Sigral & = SE1 EHT =10.00 kv 100 um M Sigral & = SE1 EHT = 10.00 kv 100 um
H— H

Mag= 100X WD = 105 mim Mag= 100X WD = 105 mm

Figura 5.10: MEV das amostras em contato com o ar e com o vidro, durante processo de evaporacdo de solvente.
Aumentos de 100x e no detalhe de 400 vezes. A- PCL; B-PCL/Span; C-PCL/ 4cido oleico; D- PCL/ Span/ HA; E-
PCL/4cido oleico/HA.

Para comprovar se ocorreu alguma alteragdo na formacdo dos esferulitos foi realizado
imagens de microscopia dptica utilizando uma lente polarizadora. Nas amostras sem adi¢do de
ceramica, foi possiveis visualizar os esferulitos. Os quais se apresentaram com um didmetro
semelhante nas amostras com surfactantes em comparag@o com o controle (PCL) (figura 5.11).

Entretanto, nas amostras com hidroxiapatita ocorreu uma dificuldade em obter uma
amostra com espessura ideal para a passagem de luz. Desse modo, sendo as amostras opacas, ndo
facilitaram a passagem da luz, reduzindo a visibilidade dos nicleos de cristalizacdes. Porém, é

notdvel a reducdo do tamanho dos esferulitos nas amostras com adi¢des ceramicas.
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B-PCL/Acido
oleico
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F-PCL/Span/
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Figura 5.11: Microscopia 6ptica com luz polarizada: A- PCL; B- PCL/4cido oleico; C- PCL-Span; D-PCL/HA; E-
PCL/4cido oleico/HA; e F- PCL/Span/ HA.

A observacdo da superficie pela andlise das imagens de MEV, ndo gera um resultado
palpével a respeito da rugosidade da superficie. Desse modo, foi realizada a andlise da topografia

pelo microscépio de forca atdmica.

Tabela 5.3: Valores da Rugosidade pelo MFA.

Amostras Ra
PCL ar 89 nm
PCL vidro 61 nm
PCL/Span ar 27 nm
PCL/Span vidro 12 nm
PCL/acido oleico ar 117 nm
PCL/4acido oleico vidro 49 nm
PCL/ Span/ HA ar 21 nm
PCL/Span/HA vidro 0,476 nm
PCL/ acido oleico/HA ar 200 nm
PCL/acido oleico/ HA 154 nm
vidro
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Os valores de rugosidade observados na Tabela 5.3 sdo compativeis com a morfologia
observada pelas imagens do MEV. Assim, as superficies da amostra de PCL, apresentam uma
rugosidade de 89 e 61nm, das superficies em contato com ar e vidro, respectivamente.

As amostras com adicdo de acido oleico apresentaram valores de rugosidade altos, em
torno de 117 nm e 49 nm, das superficies em contato com ar e vidro. Quando adicionada
hidroxiapatita esses valores aumentaram passando para 200 e 154 nm respectivamente, devido a
adicdo de cerdmica na matriz polimérica.

Os valores de rugosidade das amostras com adicdo de Span apresentaram valores
interessantes. Ambas as amostras resultaram em superficies mais lisas, € mesmo ao adicionar
hidroxiapatita os valores apresentaram baixos, em torno de 21 e 0,476 nm. Fato curioso € que ao
adicionar a hidroxiapatita a superficie em contato com o vidro, contrariamente mostrou os
valores mais baixo de todas as amostras.

A adicdo de dispersantes em compdsito € realizada para aumentar a adesdo proteica na
superficie do biomaterial para facilitar a cultura de células, porém caso torne o material muito
hidrofilico ou muito hidrofébico tendem a inibir a adsor¢ao de proteinas e a adesao celular.

Por outro lado, a dureza da superficie permite atribuir um aumento no angulo de contato.
Desse modo, foi esperado que as amostras com hidroxiapatita tendessem a possuir um maior
angulo de contato, devido a presenca de ceramica na matriz polimérica.

Na tabela 5.4, € visto os resultados do angulo de contato pelo método Wilhelmy.

Tabela5.4 Resultados da andlise de angulo de contato; angulo de contato de avango, recesso e a diferenca entre
ambos.

g (°)- desvio padra ‘
PCL 88,1 (3,4) 59,5 (3,2) 28,6

PCL/Span 90,6 (2,2) 54,1 (1,1) 36,5
PCL/4cido oleico 108,9 (4,2) 25,7 (1,2) 83,3
PCL/ Span/ HA 90,4 (3,6) 41,1 (2,3) 49,3
PCL/ acido oleico/HA 95,3 (2,1) 37,2 (0,2) 58,0

z

O dispersante dcido oleico apresenta uma cabecga polar e uma cauda apolar. Quando €
realizado o angulo de avanco esse € relacionado com a parte mais hidrofilica da superficie, ja

quando realizado o angulo de recesso, € relacionado com superficies hidrofébicas.
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Figura 5.12.: Estrutura quimica do 4cido oleico.

A figura 5.12, mostra como € a estrutura quimica do 4cido oleico, o final hidrofilico
apresenta-se no comec¢o da estrutura, ja o restante € uma cadeia hidrofobica. Assim, quando as
moléculas de acido oleico entram em contato com agua, se movimentam “levantando” de modo
que esse final hidrofilico fica em contato com a dgua e a cauda fique no interior da estrutura, a
qual por forcas de atragdes entre as moléculas hidrofébicas. Devido a parte hidrofébica ser muito
maior que o final hidrofilico, a molécula de acido oleico ndo € soluvel em &4gua. Essas
caracteristicas da estrutura quimica do acido oleico foram responsaveis pela reducdo do angulo
de recesso.

Entretanto ao utilizar o método Wilhelmy as duas superficies das amostras podem estar
influenciando os resultados. Desse modo foi realizado o angulo de contato por gota na superficie
em contato com o ar e com vidro. Foram analisados durante os periodos 15 segundos, como

periodo curto de analise, e 120 segundos para uma melhor estabilidade da agua com as amostras.
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Tabela 5.5: Resultados do angulo de contato estético.

‘ Amostras PCL PCL/AC PCL/Span PCL/HA  PCL/AC/HA  PCL/Span/HA

Ar(15s) 104,66 97,30 93,25 79,75 61,75 65,72

(4.8) 2,7) 4.3) 9.3) 4.4 3,3)
Ar (120s) 103,65 99,17 95,52 81,09 63,30 67,80

(6,9) (2,7) (3,5) 9,1) (4,7) (2,9)
Vidro (15 ------—- = --—-- 95,30 96,54 98,59 94,53
S) (5,2) (2,0) 4,1) (3,7)
Vidro - - 97,48 97,04 100,38 96,60
(120 s) (5,1) (2,0) (4,3) (3,7)

As amostras ndo apresentaram resultados estatisticos entre os dois periodos, desse modo
ndo existem uma modificagdo da superficie durante a janela estudada. Analisando a superficie
em contato com o ar pode se observar um valor hidrofilico nas amostras com hidroxiapatita,
apresentando diferencga estatisticamente. Entretanto, ao comparar as amostras com adi¢do dos
surfactantes ao controle, o valor nao apresenta diferenca estatisticamente tabela 5.5.

Nas amostras PCL e PCL/4cido oleico ndao foram possivel realizar a analise na superficie
em contato com o vidro, devido ndo apresentar uma superficie plana resultado da evaporacao do
solvente pelo método de casting.

Também foi analisado a interferéncia da adi¢do dos surfactantes e dos whiskers de
hidroxiapatita na resisténcia a tracdo das membranas, assim na tabela 5.6 sdo apresentados os
valores da carga mdxima, tensdo na carga maxima, a carga durante o rompimento e o modulo de

elasticidade.

Tabela 5.6: Resultados do ensaio de tracdo nas membranas.

Amostras durante o Moddulo

Carga mdxima

Tensdo méixima Carga

(N) (MPa) rompimento (N) elasticidade
(MPa)

PCL 42,43 (4,35) 22,81 (2,66) 37,32 (7,55) 181 (7,6)
PCL/Acido Oleico 54,23 (3,39) 26,72 (1,61) 48,20 (7,41) 160 (3,6)
PCL/Span 54,1 (3,54) 26,06(1,13) 53,09 (4,03) 166 (6,3)
PCL/HA 34,61 (1,97) 15,59 (1,63) 27,20 (5,04) 216 (8,7)
PCL/Acido 29,35 (2,62) 13,14 (1,01) 21,18 (4,79) 244 (7,7)
oleico/HA

PCL/Span/HA 30,08 (1,68) 14,06 (0,62) 20,00 (4,85) 217 (4,4)
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As amostras PCL, PCL/4cido oleico e PCL/ span apresentaram uma maior resisténcia a
tracdo, possuindo valores de carga mixima equivalente ao dobro em relagdo as amostras com
ceramicas, assim como nos valores de carga durante o rompimento das amostras.

As amostras PCL/HA, PCL/4cido oleico/ HA e PCL/span/HA tiveram os mdédulos de
elasticidade aumentados ao serem comparados com as amostras sem adi¢do. Assim, a
composi¢do com HA diminui a deformacdo eldstica com a mesma carga aplicada e aumentam os
valores de carga que as amostras mantem sem deformacdo. Ou seja, a ceramica diminui o valor
de carga durante a quebra, devido tornar a matriz polimérica mais fridvel do que ductil (Figura

5.13). Assim as amostras com adicdo de HA apresentaram menos alongamento antes de

fraturarem.
Ensaio de tracao
20,00
18,00
16,00
= 14,00 ¢PCL
o
S 1200 EPCLAC
o 10,00 — = ~—
12 8,00 |- A PCL Span
2 6,00 | X PCL HAP
4,00 / PCL AC HAP
2,00 | f
0,00 L/ PCL Span HAp
000 020 040 060 080 1,00
Deformacgdo (mm/mm)

Figura 5.13: Curva tensdox deformacdo do ensaio de tragdo das membranas.

Com anélises de caracterizagdes das superficies pode-se concluir que as adicOes de
ceramicas e surfactantes alteraram as propriedades dos materiais. Assim valores de
hidrofilicidade, resisténcia mecanica a tracdo, cristalinidade e rugosidade geraram argumentos
para uma tendéncia na escolha de composicao.

No atual caso, a composi¢do que demonstra ser a mais promissora € a amostra com 4cido
oleico e hidroxiapatita, pois demostrou maior valor no angulo de contato, aumentando a

hidrofilicidade da superficie, no modulo de elasticidade a tracao, devido a redu¢do nos tamanhos
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dos esferulitos, na cristalinidade, aumentando a drea amorfa polimérica tendendo a reduzir o
tempo de degradacdo, e valores maiores na rugosidade da superficie, devido a alteracdo quimica

pela adicao do 4cido oleico.

5.3. Caracterizacao dos ndcleos densos.

Foi realizado um estudo detalhado de cada drea do suporte tridimensional: drea porosa e
densa. Assim, para a caracteriza¢do dos nicleos densos foi realizada utilizando imagens obtidas
pelo MEV e dados obtidos pela anélise dos resultados do ensaio de compressao.

Em relagdo ao aumento da resisténcia mecanica, algumas caracteristicas bdsicas
necessitaram serem seguidas relacionadas ao tamanho da particula, a concentracdo da ceramica e
a compatibilidade com o polimero.

O tamanho da particula é importante devido a relacdo entre as distancias das cadeias
poliméricas, sendo o ideal o tamanho da cerdmica apresentar-se menor do que essas distancias,
para que nio ocorram pontos de concentra¢do de tensdo no material. A cerdmica deve apresentar
compatibilidade com o polimero para que possa permitir que ocorra a transferéncia de forgas da
matriz até os whiskers (Ramos, 2009).

O aumento da resisténcia mecanica com a adicdo de whiskers de hidroxiapatita pode ser
atribuido ao fato de que as forgas introduzidas na matriz ao encontrarem com os whiskers
permitiram que ocorresse uma absorc¢do e dissipacdo de energia. Quando € utilizada uma matriz
sem adi¢do de refor¢cos ocorre uma absorcdo de tensdo acarretando uma deformacdo da matriz
(Ramos, 2009).

O comportamento da deformacdo das amostras densas de PCL/ whiskers de HA durante
ensaios de compressdo € visto no anexo II. O grupo de amostras densas que apresentou um
aumento significativo na resisténcia a compressao foi o D4, o qual apresenta 25% de whiskers de
hidroxiapatita em sua matriz polimérica.

Para melhor visualizacdo dos resultados foi gerado um gréafico com a média dos grupos dos
modulos de elasticidade e o desvio padrdo de todas as amostras dos grupos, visto na figura 5.14.
Os valores apresentaram similares quando comparados os grupos DO, D1, D2, D3, ou seja, 0, 10,

15, 20% w/w de whiskers de hidroxiapatita, embora o desvio padrao do grupo D4 apresentou os
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valores mais altos, o grupo apresentou um aumento significante ao comparar com o grupo DO, o

qual ndo apresenta whiskers em sua composicao.
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Figura 5.14: Médias dos valores de modulo de elasticidade dos grupos densos e porosos.

Na figura 5.15, s@o vistos as imagens dos diferentes grupos de nicleos densos, com escalas
de 100 ym e 10 um. Como as amostras foram fraturadas apds imersdao em nitrogénio liquido é
possivel observar o inicio da fratura em algumas amostras, tal como na figura 5.15(3B), a qual a
fratura contorna o aglomerado cerimico. Esses aglomerados podem ser os responsiveis por

defeitos nas amostras.

100 pm EHT = 10.00 kV Signal A = SE2 B0tech 10 pm EHT = 10.00 kV Signal A = InLens o
WD = 38mm Mag= 400X WD = 3.9mm Mag= 300KX
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Signal A= SE2 BIOtech & . i BIOtech - &
400 X -~ =

BiOtech 10 pm EHT = 10.00 kv Signal A= SE2 BiOtech
WD = 3.6 mm Mag= 400X . WD = 4.0 mm Mag= 300KX L

100 pm EHT =10.00 KV Signal A= SE2 BIOtech & 10 pm EHT =10.00 kv Signal A = InLens BIOtech
WD = 6.6 mm Mag= 400X b WD = 40mm Mag= 3.00KX 2 ‘

Figura 5.15: Imagens dos diferentes grupos de nicleos densos (A — D1; B- D2; C-D3 e D — D4; 1- 100pum 2-
pm).

5.4. Caracterizacido dos niicleos porosos.

Para o estudo da drea porosa da estrutura tridimensional foi realizada o ensaio de

compressdo. Analisando as curvas geradas nota-se que a presenca de poros influencia na
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resisténcia mecanica da amostra, a regido inicial da curva ilustra este fato, sendo que a estrutura
deforma-se de maneira suave, exigindo menos tensdao quando comparado ao material no final do
ensaio (anexo III).

O grupo de amostras P2, ao fim da deformacdo de 50% da altura das amostras, apresentou
uma deformacdo méixima de 4,57 mm e minima de 4,32, ou seja, 0,57 mm do didmetro inicial
das amostras, por outro lado ao comparar com o grupo de amostras densas D2, o valor maximo
foi de 5,10 mm e minimo de 4,74 mm, ou seja, 1,10 mm de diferenca do diametro inicial das
amostras. Desse modo, as amostras porosas apresentaram uma redug¢do na espessura sem
apresentar o efeito barril, apresentado nos grupos de amostras densas. Entretanto os resultados
entre as mesmas nao apresentaram diferenca estatistica.

Ao analisar os valores de resisténcia a compressao das amostras porosas, notou-se uma alta
varia¢do do desvio padrdo. Algumas varidveis podem ser responsdveis por essa variacao, como
por exemplo: porosidade irregular, bolhas internas e acimulo de ceramica na matriz polimérica.
Grupos de pesquisadores determinam que a porcentagem de hidroxiapatita maior que 20 % w/w
na matriz polimérica porosa, resulta em uma heterogeneidade no material, na qual a
hidroxiapatita atua como uma area de tensao no material, um dos fatores responsaveis pelo alto
valor do desvio padrao nas amostras com 25% w/w de HA (Bakar, et al., 2003) (Espigares, et al.,
2002) (Boesel, et al., 2008).

A amostra ideal do suporte tridimensional deve ter resisténcia a compressao durante um
grande periodo de implantacdo, j4 que a mesma quando estiver sendo biorreabsorvida deve
resistir as cargas em seu redor, ndo permitindo que ocorra a danificacdo de células no interior da

amostra.

5.5. Caracterizacao dos suportes tridimensional

Na figura 5.16, € visto o difratograma do compdsito de PCL com a adi¢do de whiskers de
hidroxiapatita, o qual é possivel observar o plano cristalino do compdsito. Desse modo, nos
angulos proximos a 23 e 24 sdo os principais picos do PCL, ja nos angulos proximos aos 32 e 33
sdo os relacionados aos whiskers de hidroxiapatita. A hidroxiapatita no difratograma mostra-se
caracterizada por picos de baixa intensidade, tal fato ocorre pela baixa cristalinidade da
ceramica. Quando PCL e HA sdo misturados, os picos caracteristicos sdo observados, porém

com uma baixa intensidade (Park, et al., 2011).
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Figura 5.16: Difratograma da amostra de PCL com whiskers de hidroxiapatita

Ao analisar os espectros de FT-IR, é possivel ver a integracdo dos principais grupos. A
figura 5.17mostra o espectro do PCL (superior), PCL/HA (inferior), onde se pode observar que
as bandas estdo deslocadas 300 cm™. A ligacio O-H é visto préximo a banda 3400 cm™, os
picos equivalente a 2900 e 2800 cm™' sdo relacionados ao estiramento C-H. O pico em 1700 cm™
na amostra de PCL aparece mais intensa quando comparada com o compdsito, indicando
variagdes da vibragdo do estiramento do grupo carbonila e da ligacdo do hidrogénio entre o

grupo carbonila (OH") da HA e COO" do PCL.
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Figura 5.17: FT-IR das amostras de PCL (superior) e PCL/ whiskers de HA (inferior).
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Os suportes tridimensionais necessitam apresentar caracteristicas especificas quando
utilizadas em tecidos dsseos tais como: a interconectividade, tamanho adequado dos poros, micro
e macro-porosidade e rugosidade da superficie. Todas essas caracteristicas influenciam na
resposta celular, sendo muito interessante a utilizacdo de suportes biorreabsorviveis que tenham
a taxa de absor¢do controlada, além de exibirem propriedades mecanicas e fisicas controldveis
sobre condicdes desejadas.

Os objetivos da drea porosa das amostras sdo permitir a proliferacdo e a adesdo celular
nessas dreas, desse modo permitindo o aumento da vascularizacdo. O aumento da vasculariza¢do
permite uma maior nutricdo do implante, o qual permite um suprimento metabdlico para as
células as quais estdo localizadas o mais distante do tecido no sitio hospedeiro.

Os poros sdo necessdrios para uma formacdo de tecido dsseo, j4 que sdo por eles que
penetram as células que sdo responsaveis pela migracao e proliferacdo de osteoblastos e células
mesenquimais, assim como a vascularizagdo dessa area. Outra caracteristica dos poros é que
permitem uma propriedade mecanica conhecida como interlocking entre o material implantado e
o tecido adjacente, permitindo uma estabilidade na interface.

A necessidade de uma alta porosidade € crucial para assegurar uma uniforme distribuicao de
células e assim um crescimento homogéneo do novo tecido, entretanto com o aumento da
porosidade ocorre uma reducdo drastica nas propriedades mecanicas (Koboki, et al., 2001). O
valor ideal da porosidade dos scaffolds continua ser um assunto estudado, pesquisadores
determinaram uma faixa ideal para a fabricacdo de scaffolds biomimeticos para tecido dsseo €
dentro da faixa 60- 90 % de porosidade (Hutmacher, et al., 2001) (Zein, et al., 2002) (Widmer, et
al., 1998). O grupo de pesquisa Goldstein, em seu artigo publicado em 1999 apoiou o valor
inferior a 80% devido interferir o comprometimento da integridade do scaffold (Goldstein, et al.,

1999). As amostras variaram entre 61 a 63.5% de porosidade, aproximadamente, visto na figura

5.18.
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Figura 5.18: Porcentagem de porosidade nas amostras.

Ap6s a realizacdo de ensaios mecédnicos de compressdao nas amostras porosas, foi adotado
que a producdo da drea porosa focalizou na integracdo célula/material e ndo a resisténcia
mecanica, desse modo a quantidade de whiskers utilizado na matriz polimérica foi alterada de
25% wlw para 15 % w/w ceramica/polimero, devido a apresentar resultados satisfatérios de
deposicao de apatita e resposta celular a partir de 10 %w/w (Cardoso, et al., 2010).

A fixacdo da drea densa no interior do suporte poroso ocorreu em diversas tentativas,
devido a resultados indesejaveis, mostrados na tabela 5.7. Desse modo, o método de fabricacdo

foi passando por modificagdes, de modo a atingir o resultado desejado figura 5.19 e figura 5.20.

Tabela 5.7: Resultados indesejaveis das alteracoes do primeiro método de produciao.

Amostras Resultados

T1 Bolhas e nicleo apresentaram-se
dissolvidos.

T2 Nucleo dissolveu e apresentou-se
no topo da amostra.

T3 Bolhas e nicleo apresentaram-se
dissolvidos.

T4 Nucleo ndo se apresentou no local
ideal, além de apresentar bolhas
nas amostras.
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Figura 5.19: Imagem de uma amostra cortada horizontalmente, as flechas mostram o nicleo do interior da
area porosa.

cs Signal A = SE1 EHT = 20.00 kV 100 pm 6
i

Mag= 100X WD = 85mm

Figura 5.20: Estrutura do scaffold: Nicleo denso com a area porosa na regido externa.

O tamanho dos poros € de extrema importincia, ao ser muito pequeno as células sdo
incapazes de penetrar o material e caso contrario as células reconhecem os poros como espagos
vazios. Desse modo, o tamanho minimo para a mineralizagdo dssea pode ser considerada 100
um. Poros maiores como de 100-150 e 150-200 pm mostraram uma penetracio e proliferacdo
adequada de tecido Osseo, ja poros em uma faixa de 75 —100 um resultaram em penetracdo de

tecido osteogénico ndo mineralizado e poros inferiores de 75 um permitiram apenas a penetragao
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de tecido fibroso (Mikos , et al., 1996). Os poros gerados pela adicio do NaCl possuiram
dimensao de 177 a 350 pm.

5.5.1 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

O resultado obtido pela andlise de DSC permite medir véarias propriedades de uma
amostra, ou seja, analisar dados provenientes da curva de fluxo calorifico contra temperatura ou
tempo. Desse modo, podem-se calcular entalpias de transi¢des, picos exotérmicos, picos
endotérmicos, entre outros dados. Assim, a entalpia da transi¢do pode ser expressa pela seguinte

equagao:

Equacio 3: AHf = KA

onde AHf ¢ a entalpia da transicdo, K € a constante calorimétrica e A € a drea baixo a curva. A
constante calorimétrica variard de instrumento a instrumento, e pode ser determinada analisando
uma mostra bem caracterizada com entalpias de transi¢do conhecidas.

O grau de cristalinidade, Xc, foi determinado pela relagdo do calor da fusdo, AHf, das
amostras (retirando o valor da concentracdo de fosfato de célcio presente) a cristalinidade do
puro PCL, AHc, o qual ¢ 136 J/g, desse modo Xc = AHf/AHc (Ergun, et al., 2012).

Com os graficos obtidos pela andlise de DSC, é possivel conhecer a temperatura de
cristalizacao (Tc), a qual é o momento que as moléculas obtém liberdade de movimento para
dispor em uma forma cristalina, ou seja, € a transicdo de s6lido amorfo a sélido cristalino. A
medida que a temperatura aumenta, a amostra atinge eventualmente sua temperatura de fusdo
(Tm). O processo de fusdo resulta evidenciado por um bico endotérmico na curva DSC.

O processo de obtengdo das amostras realizou uma mudanga brusca de temperatura e isso
pode ter realizado uma alteragcdo na cadeia cristalina do polimero, como visto na Tabela 5.8.

As amostras aquecidas apresentaram uma alteracdo na temperatura de Tg, porém pouco
expressivo. A cristalinidade relativa foi alterada de 36%, sendo como o controle, a no maximo
42%, entretanto amostras que nao foram aquecidas também apresentaram uma alteragdo em sua

cristalinidade, de acordo com o processamento, modificando a 39%.
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Tabela 5.8: Temperaturas (Tg/ Tm) determinadas pelo ensaio de DSC.

Amostras Tg (0C) Tm (0C) Cristalinidade
Relativa (%)

PCL Pellets -59.88 63.83 36

PCL -59.88 66.09 39

(Sem aquecimento)

PCL -60.17 67.55 42

(Aquecido)

PCL/HA  whiskers/ acido -60.40 65.91 33

oleico

(Aquecido)

PCL/HA whiskers/ Span -61.40 65.90 32

(Aquecido)

Por outro lado, observou-se nas amostras com a incorporacdo de particulas de
hidroxiapatita que ocorreu uma redu¢do na cristalinidade do polimero. As amostras com acido
oleico tiveram sua cristalinidade préxima a 33%, e quando se adicionou Span reduziu para 32%.
Note que a porcentagem de hidroxiapatita adicionada a essas duas amostras foram de 11%w/w.
Segundo o artigo publicado pelo grupo de pesquisa norte americano do Instituto de Tecnologia
de Stevens, em Hoboken, a cristalinidade do PCL, com o mesmo peso molecular utilizado nesse
projeto, foi de aproximadamente de 40%, ja quando adicionado particulas de hidroxiapatita essa
porcentagem reduziu para 27%, quando 14%w/w de cerimica foi adicionado, e 19% quando
adicionado 24% w/w de ceramica (Ergun , et al., 2012). Assim, foi confirmado que a presenca
de particulas de hidroxiapatita e o-TCP reduzem a cristalinidade, devido a interferir no
“empacotamento” das lamelas na cadeia polimérica (Lam, et al., 2008 ) ( Harris, et al., 2004)

(Ozkan, et al., 2010).

5.5.2. Resisténcia Mecanica

A composi¢do da estrutura porosa foi a mesma para os diferentes grupos, ou seja, 15%
w/w de hidroxiapatita (P2) na matriz polimérica. Sendo assim foi apenas alterada a concentracao

de HA do nucleo da estrutura, variando entre 0 a 25 % em peso.
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Ensaio de compressao nas amostras
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Figura 5.21: Curva tensio versus deformacio das amostras com niicleo denso e irea porosa e a concentracio
de hidroxiapatita em peso na area densa (* amostras com p> 0.05) (S1-25 % w/w; S2- 10% w/w; S3- 15% wiw;
S4- 20% wiw).

As amostras foram ensaiadas até o valor de 80% de sua altura inicial, resultando
inicialmente em respostas de resisténcia a compressdao semelhante as amostras porosas, ou seja,
até atingir a regido com o nicleo denso as amostras responderam como 0s materiais porosos. Na
deformacdo equivalente a regido do nicleo denso (0,35 mm/mm), a tensdo aumentou o valor,
respondendo como material denso figura 5.21.

Os valores de tensdao e modulo de Young foram superiores aos encontrados na literatura:
Kim realizou um trabalho com PCL com recobrimento de HA, o biomaterial estudado obteve
uma porosidade em torno de 87% e uma resposta de modulo de Young de 1,00- 1,43 Mpa e com
uma tensdo de 1,24 — 1,45 MPa (Kim, et al., 2004). Assim como Heo em seu artigo sobre PCL
com nano HA, o qual obteve uma porosidade de 72-73% e valores de mddulo de Young em
torno de 1,3- 3,2 MPa (Heo, et al., 2009). Nota-se que as porosidades nos artigos comentados sao
superiores ao atual estudo, o qual esta em torno de 60-65%, o qual foi responsédvel pelo aumento

nos valores de resisténcia mecanica.
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Tabela 5.9: Resultado do modulo de Young nas amostras porosas com niicleo denso.

Amostras Controle S1 S2 S3 S4
(0%HA) (25%HA) (10%HA) (15%HA) (20%HA)
Moédulo de 12,164 28,76 17,98 25,33 25,03
Young - MPa
Desvio padrao (1,8) (4,6) 2,0) (8,0) (7,3)

Os valores do modulo de Young comprovam a interferéncia da ceramica no
« ’ o . . o .
empacotamento” das lamelas poliméricas, assim como visto na cristalinidade. A ceramica
aumenta a rigidez do compdsito gerando um aumento no modulo de Young. As amostras
apresentaram diferencas estatisticas comprovado pelo teste estatistico ANOVA com o valor de
p<0,05. As principais diferencas foram entre os valores do grupo controle com o grupo S1, o

qual possui 25% de HA, tabela 5.9.

5.6 Ensaios preliminares in vitro

5.6.1 Ensaio de citotoxicidade

Para analisar a toxicidade da ceramica utilizada foi realizado o ensaio de citotoxicidade
indireto com a amostra de whiskers de hidroxiapatita. A amostra ndo apresentou toxicidade,
entretanto foi observada uma pequena reducdo da viabilidade celular, a partir da concentracdo de
50% do extrato na amostra de whiskers de HA (figura 5.22)

Alguns fatores podem ter sido responsaveis a essa redugdo, tais como a solubilidade da
ceramica no meio utilizado e alteracdes nos valores do pH. A literatura confirma uma
possibilidade de redu¢do da viabilidade celular atribuida a ions de pirofosfato de célcio (Cardoso,

et al., 2010).

7



R
100 jg::— e Ti- e -__—{
TR
\\t‘i
80 T E
:é\ i
= \
ks \
= 604
3 Ic,,
% e e L O
& \
2 40+ \
=l
2 \
Z \
—m—C pos (fenol) A
20 - —e— fibras de hidroxiapatita \
4 wiskers de hidroxiapatita Y
—w— C neg (alumina) \
\\-
0 T T T T T — T T 1T
10 100

Concentragzo do extrato (%)

Figura 5.22: Citotoxicidade da amostra whiskers de hidroxiapatita (Cardoso, et al., 2010)

5.6.2 Ensaios com linhagem U20S

A poli (e-caprolactona) € um polimero aprovado pelo 6rgdao FDA como um material para
uso interno, ou seja, ndo apresenta toxicidade. Porém alguns estudos ja relataram a respeito de
sua propriedade hidrofébica e sua rugosidade relacionada a adesdo e proliferacao celular (Cheng,
et al., 2004). Desse modo, foi realizado um estudo com as diferentes composi¢des analisando o
aspecto das células em contato com as superficies durante os periodos 1, 3 e 7 dias. E de
extrema dificuldade o controle da rugosidade, tipicamente descrita por Ra, pois é dificil
reproduzir duas superficies com valores semelhantes de Ra, assim nesse estudo a cultura celular
foi cultivada apenas na superficie em contato com o ar durante a evaporacao do solvente.

Para andlise da morfologia, foram considerados os seguintes parametros: quantidade,
dimensoes e caracteristicas intrinsecas das células. O estudo do comportamento das células US02
em particular, foi realizado a partir dos valores das dimensdes a qual consiste de um valor
numérico que traz informagdes a partir dos valores dos respectivos perimetros (P), aplicando-se
uma divisdo do comprimento maximo pela largura midxima. A morfometria foi empregando-se

um sistema computadorizado, utilizando-se o programa ImageJ (NIH) ( Hsu, et al., 2010).
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As proliferacdes celulares em substratos rigidos tendem a promover espraiamento de
células ricas em fibras de tensdo actina-miosina (Discher, et al., 2009). As forcas de contracdo
das células sdo geradas pelas interacdes entre os microfilamentos actina, uma proteina presente
no citoplasma das células eucariotas, e miosina, proteina a qual se movimenta ao longo da actina.
As forgas sdo originadas dos feixes de miosina deslizamento ao longo dos filamentos de actina e
sdo transmitidos para a matriz extracelular (MEC), uma proteina fibrilar tridimensional a qual
circunda e ancora as células.

Existem algumas maneiras ja conhecidas em interferir no comportamento de
diferenciacdo e proliferacao das células, tais como alteragdes na dureza, composicao, topografia
do substratos. Apenas a manipulacdo da topografia da superficie mostra estimular a
diferenciacdo de células tronco. Pesquisas mostraram que substrato de poli metacrilato (PMMA)
com pocos espacados entre de 120 a 200 nm induzem uma expressao de proteinas vinculadas a
calcificacdo 6ssea de células tronco, quando comparadas a substratos lisos (Dalby, et al., 2007).
Outra pesquisa utilizou nano tubos de carbono com o objetivo de alterar a topografia; tubos com
o didmetro de 100nm promoveram expressdes da osteocalcina e osteopontina, proteinas
vinculadas a neoformagdo e remodelagdo éssea, ao contrario dos tubos de 30 nm os quais
induziram uma proliferacao, porem sem indutor uma diferenciagao 6ssea (Oh, et al., 2009).

Células indiferenciadas, como as mesenquimais, podem se diferenciar de acordo com o
modo a habilidade de ser espraiar no substrato e contrair contra o0 mesmo. Assim, células bem
espraiadas expressa proteinas comuns a osteoblastos em uma maneira de depender da capacidade
da célula para aplicar a tracdo para o material. De outro modo, células pouco espraiadas
desenvolvem depdsitos de lipideos, tipicos de adipdcitos, e possui uma limitagdo do
espraiamento e da tensdo gerada (McBeath, et al., 2004). Tais descobertas implicam em
consideragdo de aspectos para fabricacdo de novos biomateriais, tais como a topografia e o
controle da forma e forga celular para o futuro da engenharia tecidual.

O ensaio com as células U20S resultou em dados os quais complementam o estudo com
células tronco. Nas amostras poliméricas com adicdes de surfactantes a proliferacdo celular se
manteve similar com a do controle (puro PCL), entretanto em todas que apresentaram

hidroxiapatita em sua composi¢do apresentaram uma reducdo aparente do nimero de células

(figura 5.23)
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Figura 5.23: Imagens de microscopia confocal, durante os dias 1, 3 e 7 de cultura. Amostras A-PCL;
B-PCL/ac oleico; C- PCL/span; D- PCL/ HA; E- PCL/ac oleico/ HA; F- PCL/span/ HA. Barra de aumento 25

pm.

O formato das células nas culturas foi avaliado principalmente durante os periodos
iniciais, de modo ser possivel quantificar o formato das células. De modo que células mais
espraiadas mostram ter maior interacdo com o substrato em questdo, caso as c€lulas estejam em
formato arredondados esse fato pode significar que pode ocorrer uma futura apoptose ou ate

mesmo uma pequena proliferacdo a qual seu contato serd principalmente célula- célula e ndo
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célula-substrato. Células arredondadas apresentam sua razdo em torno de 1, ao se dividir seu
comprimento pela largura, assim quanto maior a razdo mais espraiada estdo as células, figura

5.24.

Espraiamento das células apés o 1
dia de cultura
4
3,5
&8 3 J T uPCL
255 T u PCL/AC
z 5 u PCL/SPAN
g 1,5 #PCL/HA
- 8 PCL/ACHA
0,5 H PCL/SPAN/HA
° amostras

Figura 5.24: Grafico espraiamento das células apés primeiro dia de cultura.

Foi realizado a verificagdo do pH no meio de cultura antes e depois dos dias analisados,
entretanto nao foi detectado nenhuma alteracdo nos valores. Os valores neutros nio foram

responsdveis por nenhum dano na viabilidade celular das amostras.
5.7 Obtencao e caracterizacio das células-tronco mesenquimais

Para a obtencdo de células-tronco mesenquimais do tecido adiposo foi necessdrio
padronizar o método de extracdo celular, desde a separagdo celular, expansdo e caracterizacao.
Essa padronizacio ocorreu durante o Mestrado do aluno Pedro Bordeaux Rego, no

Hemocentro-Unicamp (Rego, et al., 2011).

5.7.1 Citofluxograma

Segundo a International Society for Cellular Therapy, sdo trés requerimentos para uma
populacdo de células serem classificadas como células tronco mesenquimais: serem isoladas de

uma populagdo de células monocleares com base a sua aderéncia seletiva; positivas as
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expressoes dos marcadores CD105, CD73 e CD90, e que sejam negativos os CD34, CD45 e
CD14 em mais de 95% das células em cultura; e por fim, que possam ser diferenciadas em o0sso,
gordura e cartilagem (Bydlowski, et al.,, 2009). H4 um consenso geral que MCSs humanas
adultas de medula 6ssea ndo expressam os marcadores hematopoéticos CD34 (um marcador de
célula-tronco hematopoética primitiva, raramente expressa em MSCs humanas, apesar de ser
positiva em camundongos), CD45 (marcador de todas as células hematopoiéticas), e CD14
(receptor de lipopolissacarideo LPS) (Kolft, et al., 2007).

Ao analisar a expressdo da populacdo de células cultivadas, foi possivel observar
marcadores de célula tronco mesenquimais em suas membranas e em citoplasmas, tais quais
CD105 (endoglina: marcador angiogénico), CD90 (Thy-1) e CD73 (SH3 e SHa). A expressao de
CD90 foi encontrada na membrana celular e em vesiculas citoplasmaticas, enquanto CD105 e

CD73 foram expressos na superficie celular.
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Figura 5.25: Microscopia éptica e imunofluorescéncia de células-tronco mesenquimais apos a quarta
passagem em laminulas de vidro. A- foto de microscopia éptica com aumento de 100x. B-D Fotos de
Imunocitoquimica dos marcadores CD105 (vermelho), CD90 (roxo) e CD73 (verde) e nuclear (DAPI-azul).

Para uma caracterizacdo mais completa da populacdo celular obtida, foi necessario
identificar alguns marcadores de células-tronco mesenquimais por citometria de fluxo. Todas as
células analisadas neste estudo apresentaram homogeneidade quanto ao seu tamanho e
granulosidade, conforme observado na regido delimitada da figura 5.25A e possuiam o mesmo
perfil de expressio dos marcadores descrito; CD105 (99.30%), CD29 (84.11%), CD73
(97.87%) e CD90 (99.6%), sendo que o marcador CD90 apresentou marcagdo mais intensa em
todos os experimentos, enquanto os marcadores Stro-1 (1.63%), CD34 (0,84%), CD45 (2.31%),
CD14 (1.7%) e HLA-DR (0.96%) mostraram baixa expressao.
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Figura 5.26: Citometria de fluxo das células-tronco mesenquimais apés a quarta passagem. A- Dot-Plot das
células, mostrando caracteristica homogénea dessa populacao. B- Painel de histogramas dos marcadores. Em
vermelho esta representada a expressiao do marcador especifico e em branco o controle (IgG com
fluorocromo). Observe a expressao dos marcadores CD105, CD90, CD29 e CD73 e auséncia de expressao de
HLA-DR, STRO-1, CD45, CD14 ¢ CD34. C-Tabela com as médias das porcentagens dos marcadores
celulares positivos e negativos (n=6).

Embora o marcador Stro-1 seja o marcador mais conhecido para MSC, ndo € exclusivo,
pois sua expressdo € gradativamente perdida durante a expansdo em cultura, limitando o seu
uso no isolamento de MSC ou sua identificacdo nas passagens iniciais (Bydlowski, et al,
2009). Assim, a auséncia dos antigenos CD14, CD34 E CD45 na superficie dessas células
permitem distingui-las das precursoras hematopoiéticas, € como a International Society for
Cellular Therapy concorda que apenas a identificacdo dos marcadores CD105, CD73 e CD90,

quando ndo estiverem expressos marcadores

hematopoéticos, € suficiente para a
imunofenotipagem dessas células.

Desse modo, a caracterizagdo dessas células com os marcadores especificos definiu a
populacdo obtida do tecido adiposo como uma populacio de células-tronco mesenquimais,

defini¢do utilizada para essas células nos demais experimentos.
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5.7.2.Avaliagdo da atividade da telomerase

Telomeros sdao estruturas nas extremidades dos cromossomos, nos humanos sao
caracterizados pelas repeticdes das bases (TTAGGG). As presencas dos telomeros sao
responsdveis pela manutencdo da integridade cromossdmica, garantia da replicacdo completa
das extremidades dos cromossomos e pelo estabelecimento da estrutura tridimensional do
nucleo celular (Passos, 2003). A enzima telomerase € uma proteina ribonucléica que reconhece
os terminais dos teldmeros e acrescenta repeticdes adicionais no final da cadeia 3’do DNA. A
atividade do telomero é controlada por dois mecanismos: erosdao e adicdo. A erosdo ocorre
quando as células se dividem, e a adicao € determinada pela atividade da telomerase (Dr. Shay ,
et al.).

Nas células somdticas o tamanho do telomero € progressivamente encurtado a cada
divisdo celular tanto in vivo quanto in vitro, normalmente a parte perdida € de 25-200 pares de
bases por divisao. Quando o telomero encontra-se encurtado, € considerado que o cromossomo
chegou a um “tamanho critico” e nao pode mais replicar-se, significando o envelhecimento
celular, e ocorre o processo de apoptose. Assim, na maioria dos tipos de células pds-
embrionarias, a atividade da telomerase é reduzida, entretanto nas células cancerosas, a

expressao da telomerase € ativada (Dr. Shay , et al.).
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O ensaio da atividade da telomerase foi realizado em trés diferentes periodos 4, 8 e 12

passagens. O resultado esta na figura 5.27. Para confirmacdo da atividade telomérica, o gel

deve revelar um aumento de seis pares de bases em cada banda (equivalente as repeticdes

TTAGGG).
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Figura 5.27: Atividade da telomerase.

As células tronco mesenquimais na quarta passagens (P4) demonstraram a presenga de

bandas com 56 bp e 50 bp que se relacionaram com uma atividade de 100% em relacdo ao

controle. Houve diminui¢do da intensidade das bandas no decorrer das passagens, P8 e P12,

com respectiva diminuicdo na atividade de telomerase, descartando momentaneamente a

possibilidade de potencial cancerigeno.
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5.7.3. Citogenética

A citogenética é o estudo da estrutura dos cromossomos. Para cada espécie possui um
conjunto cromossdmico tipico (caritipo), em termos de morfologia e nimero de cromossomos.
Desse modo, as técnicas de bandeamento, permitem que sejam criadas bandas horizontais com
diferentes intensidades de coloracdo. Banda é definida como uma parte do cromossomo o qual é
claramente distinguida pelos seguimentos, os quais aparecem mais escuros ou claros. As bandas
coradas mais escuras podem ser coradas mais claras, dependendo da técnica utilizada. Assim, os
Ccromossomos consistem em uma continua serie de bandas claras e escuras (Karger, 1995).

A andlise em bandamento G € utilizada para detectar possiveis alteracdes numéricas e/ou
estruturais nos cromossomos obtidos das diferentes passagens de culturas de células-tronco
mesenquimais. A andlise cromossdmica ou caritipo pode ser realizada em cromossomos obtidos
a partir de células nucleadas originadas de diferentes tecidos, submetidos a métodos de
preparagdo citolégica direta ou a técnicas de cultivo em laboratério. O cariograma é montado
apds pareamento dos cromossomos homdlogos, de acordo com o tamanho e padrdo de bandas,
segundo o Sistema Internacional de Nomenclatura para Citogenética Humana (Karger, 1995). Na
figura 5.28 € visto uma imagem que mostra o cariograma de uma célula tronco normal de um ser

humano.
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Figura 5.28: Cariograma de célula tronco normal (Shaffer, et al., 2013)
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A andlise foi realizada nas células nas passagens 8 e 10, embora a atividade da telomerase
foi analisada nas passagens 4, 8 e 12. A escolha por analisar as células da passagem 10 em vez
da 12, foi feita por ndo ser comum utilizar as células da 12 passagens para cultura em
biomateriais, por ja ser considerada uma célula proxima da apoptose celular. Assim foi realizado
a coloracdo longitudinal e bandas G das células das passagens 8 e 10, foi possivel afirmar que

ndo fora encontradas anormalidades e os cromossomas se mantiveram estdveis, visto na figura

5.29.
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Figura 5.29: Cariograma das células MSC, passagem 8 e passagem 10.

5.7.4 Diferenciacao das células-tronco mesenquimais

Para comprovar a capacidade de diferenciacdo das células-tronco mesenquimais, foi padronizado
pela equipe da Professora Sara Saad e com o aluno Pedro Rego, Hemocentro-Unicamp, um
protocolo eficiente para diferenciacdo nas linhagens osteogénicas, condrogénicas e adipogénicas.
O qual ap6s a expansdo celular e a caracterizagdo por citometria de fluxo, realizava diferencia¢do

nas trés linhagens descritas:

5.7.4.1 Diferenciagdo adipogénica

As células foram coradas com Oil Red, apresentaram uma colora¢do vermelha no

citoplasma em pequenas vesiculas. O corante utilizado interage com lipideos e triglicerideos
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neutros, assim permite que seja evidenciado o acimulo dessas substancias em vesiculas
citoplasmaticas das células diferenciadas. Como pode ser observado na figura 5.30B-C, as quais
mostram que as MSC perderam a morfologia fibrobléstica e adquiriram uma morfologia redonda

e com inimeras vesiculas, caracterizando o acimulo de lipideos.

5.7.4.2Diferenciacdo osteogénica

Para a confirmacdo de diferenciacdo das MSC para a linhagem osteogénica foi realizado
a coloracdo Alzarin Red S que cora de vermelho os depdsitos de célcio e outros minerais. Como
podemos observar na figura 5.30 D-E, em volta das células diferenciadas encontram-se regides
avermelhadas, as quais se supdem que sejam depdsitos de minerais provenientes da formacgao de
uma matriz extracelular mineralizada, semelhante a do tecido éOsseo. Outra caracteristica
marcante ¢ a mudanca de morfologia, pois as células fibroblasticas alteram seu formato de
células alongadas e alinhadas, para presencas de coldnias recobrindo toda placa de cultura e em

alguns lugares.

5.7.4.3 Diferenciacdo condrogénica

Apbs trés semanas as células-tronco mesenquimais induzidas para diferenciagdo
condrogénica, foram coradas com Alcian blue (figura 5.30 F-G). As células apresentaram
expansdo no tamanho celular com significativo aumento no citoplasma, tornando-se
arredondadas e achatadas. E possivel observar uma coloragio celular azulada devido 2 interagio

do corante com as glicosaminoglicanas expressas durante a diferenciagao.
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Figura 5.30: Microscopia optica de MSC submetidas a diferenciacio. A- quarta passagem apresentando
morfologia fibroblastica B-C diferenciadas em linhagem adipogénica coradas com Oil Red, mostrando
acumulo de vesiculas de lipidios nas células. D diferenciadas na linhagem osteogénica coradas com Alzarin
Red S mostrando acumulo de calcio formado, E células-tronco mesenquimais em microscopia optica durante
a cultura de diferenciacio, mostrando formacao de aglomerados celulares e alinhamento das células com sua
estrutura alongada. F-G. diferenciadas em linhagem condrogénica coradas com Alcian blue, observa-se a
mudanga da morfologia das células (arredondadas) e a produco de matriz com proteoglicanas coradas em
azul. Foram utilizadas as lentes objetivas com os aumentos descritos nas imagens.
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5.8 Estudos in vitro com scaffolds

5.8.1 Microscopia eletronica de varredura -MEV

Foi realizada microscopia eletronica de varredura para visualizar o crescimento e expansao das
células mesenquimais nos scaffolds. Esta andlise ocorreu durante os periodos 4, 7, 14 e 21 dias.
Para uma melhor discussdo das imagens, essas foram separadas de acordo com sua

composicdo, conforme tabela 5.10.

Tabela 5.10: Divisao das amostras para melhor discussiao das imagens pelo MEV.

Caracteristicas Amostras

) | Amostras densas. PCL
PCL- acido
PCL-acido-HA

I Amostras porosas. PCL- 4cido

PCL- acido — HA

III Amostras com duas PCL- acido

composi¢des: densa e porosa. PCL- acido- HA

Nas amostras densas de PCL (utilizado como controle), foi observado um crescimento e
espraiamento das células na superficie semelhantes durante os quatro periodos. Ja nas amostras
com dcido oleico o crescimento das células mostraram proeminente durante os primeiros
periodos 4 e 7 dias, apds esses periodos as células visualmente mostram reduzir de quantidade e
de tamanho. Ao comparar com as amostras com hidroxiapatita € notavel um crescimento da
camada celular em todos os periodos. As células tiveram seu crescimento abundante na

superficie e a partir da segunda semana as células se conectavam via seus prolongamentos

(figura 5.31).
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Figura 5.31: Imagens de MEV das amostras do grupo I durante os periodos 4, 7, 14 e 21 dias de cultura: A-
PCL; B-PCL/acido oleico; C- PCL/acido oleico/ HA. Aumento de 400X.

No grupo II, visto na figura 5.32, as amostras de ambos os grupos, com e sem
hidroxiapatita, apresentaram uma grande quantia de células nas superficies dos materiais em
comparacdo com os grupos I e IIl. Por serem materiais porosos pode ter ocorrido uma
proliferacdo celular em ambas as superficies e ndo s6 na superficie que estava em contato inicial

com a cultura celular.

As amostras sem hidroxiapatita apresentaram prolongamentos celulares principalmente a
partir da segunda semana de cultura. As células produziram prolongamentos os quais se ligavam

a diferentes paredes dos poros. Entretanto quantidade de células nas amostras com hidroxiapatita
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demonstrou ser mais abundante a partir do quarto dia de cultura, na qual foi possivel visualizar

uma camada de células aderida em toda superficie.
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(poroso)

Signal A = SE1 EHT =10.00 kv Signal A = SE1 EHT =10.00 kv
Mag= 400X WD = 9.5mm g Mag= 400X WD = 9.5mm
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B-
PCL/4cido
oleico/HA
(poroso)

3 gnal A = SE1 EHT = 10.00kV 20um A i EHT = 10,00 kv 0 m ﬁ
Mag= 400X WD = 8.0 mm H S Mag= 400X WD = 75 mm —

B-
PCL/acido
oleico/HA
(poroso)

Signal A= SE1 EHT =10.00 kv 30 um ‘m Signal A = SE1 EHT =10.00 kv 30 pm ‘%
- 3 Nz D21 — 3
Mag= 400X WD = 9.5mm ¥ Mag= 400X WD =120 mm

£

Figura 5.32: Imagens de MEV das amostras do grupo II durante os periodos 4, 7, 14 e 21 dias de cultura: A-
PCL/acido oleico; B- PCL/acido oleico/ HA. Aumento de 400X.

O grupo III comparou as com dreas densas e porosas com e se hidroxiapatita. Nas
amostras sem hidroxiapatita ocorreu um crescimento em ambas as superficie com
prolongamentos celulares, entretanto no periodo de 7 dias ocorreu um artefato durante a
preparacdo das amostras para a andlise de microscopia, assim a camada celular mostra
“descolando” da superficie. Nas imagens das amostras com hidroxiapatita é possivel observar

um maior niimero de prolongamentos citoplasmatico (figura 5.33).
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Grupo III
Amostras
A-PCL/4cido
oleico
(poroso/denso)

i Sigrial f = SE1 EHT = 10.00 kv 0 jm . Signal A = SE1 EHT = 10.00 kv 0 jam
Mag= 800X WD = 85 mm H Mag= 800X WD = 8.0 mm —

A-PCL/acido
oleico
(poroso/denso)

Signal A= SE1 EHT =10.00 kY 30 m SignalA=SE1  EMT=10.00kV T {&
Mag= 400X WD = 95 mm — Mag= 400X WD =100 mm — :

1
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B-PCL/acido
oleico/HA
(poroso/denso)

rm " Signal A = SE1 EHT = 10.00 kv " ‘Signal A= SE1 0
Mag= 400X WD = 7.5mm — a Mag= 400X WD = 7.5 mm — a

e e

B-PCL/acido
oleico/HA
(poroso/denso)

Signal A = SE1 EHT =10.00 kv N om Signal A = SE1 EHT =10.00 kv 20 pm
N5 N2 D14 ey & 3 N5 N2 D21 — & 3

Mag= 400X WD =115mm Mag= 400X WD =125 mm

Figura 5.33: Imagens de MEYV das amostras do grupo III durante os periodos 4, 7, 14 e 21 dias de cultura: A-
PCL/acido oleico (poroso/denso); B- PCL/acido oleico/ HA (poroso/denso). Aumento de 400X.

Ao analisar as imagens, por um método qualitativo, os resultados sugerem que a adi¢do
de hidroxiapatita na composi¢do da matriz polimérica pode levar a afetar a proliferacao celular.
Isto pode ocorrer pela presenca de produtos de degradacdo da hidroxiapatita deficiente em célcio,
a qual ao ser solubilizada resulta em produtos como cdlcio e fésforo no sitio a qual € inserida,
potencializando a indugdo da bioatividade (Polini, et al., 2011). Os substratos porosos resultaram
em melhores respostas de proliferacdo celular.

Com as imagens das células em cultura durantes os periodos analisados, também sdo
possiveis investigar as morfologias celulares e o que elas representam. As células tronco
mesenquimais quando diferenciadas em osteoblastos, por exemplo, se tornam mais alongadas e

espraiadas (Mathieu, et al., 2012). O formato das células mostra-se ser relacionado com a
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regulacdo da actina no citoesqueleto. Assim células tronco colocadas em superficies as quais
permitem uma maior atividade de espraiar gera uma maior expressdo de RhoA, proteina
relacionada com a organizagdo dos filamentos de actina (Alberts, et al., 2011).

Entretanto ndao é apenas o espraiamento das células que influenciam a configuracdo
citoesquelética e a diferenciacdo osteogénica. Assim a topografia da superficie demostra ter
conectividade com o potencial de diferenciacdo. Desse modo foi estudada a topografia da

superficie nas diferentes composicdes, item 5.6.2.

5.8.2 Coloragdo Alizarin Red

Essa técnica de coloragdo Alizarin Red € utilizada como fixador do mineral cédlcio para
andlise histoquimica ( Sasmazel, 2011). Nesse estudo, essa coloracdo foi utilizada para observar
quantitativamente e qualitativamente a deposi¢do de cdlcio nas amostras com células tronco,
durante os periodos 0,14 e 21 dias.

As amostras foram divididas assim como as amostras de MEV, em trés principais grupos:
I (PCL; PCL- 4cido; PCL-4cido-HA), II (PCL- 4cido poroso; PCL- acido- HA poroso) e III
(amostras duplas PCL— 4cido e PCL- 4cido- HA) em todos os grupos foi adicionado uma
amostra como controle. Esta amostra controle ndo apresentou coloragdo na superficie, sendo
compativel com o esperado, jd4 que ndo possuia cultura celular semeada e hidroxiapatita em sua

composi¢ao.

Amostras Dias Superior Inferior

A- 0
Controle dias
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21
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D- 21
PCL/acido dias
oleico

Figura 5.34: Analise qualitativa da Alizarin Red do grupo I: A-controle; B-PCL; C-PCL/acido oleico/HA e D-
PCL/acido oleico.

As amostras que apareceram mais pigmentadas no grupo I, em ordem decrescente, foram
PCL- 4cido>PCL- &4cido- HA>PCL>controle. Todas as amostras dos 21 dias de cultura
apresentaram mais pigmentadas em comparacdo com ao 14 dias, principalmente as amostras com
apenas PCL e 4cido oleico em sua composi¢ao, por uma andlise qualitativa, essas foram as que
apresentaram maior presenca de célcio. Em contrapartida, as amostras com hidroxiapatita, nao
apresentaram uma pigmentacdo excessiva em suas superficies, confirmando que os whiskers

estdo englobados pela matriz polimérica (figura 5.34).

Amostras Dias Superior Inferior

A-Controle 0
dias

B- 14
PCL/acido dias
(poroso)
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B- 21
PCL/acido dias
(poroso)

C- 14
PCL/acido dias
oleico/HA
(poroso)
C- 21
PCL/acido dias
oleico/HA
(poroso)

Figura 5.35: Analise qualitativa da Alizarin Red do grupo II: A- controle; B-PCL/acido oleico (poroso); e C-
PCL/acido oleico/HA (poroso).

Ambas as amostras do grupo II apresentaram pigmentacdo em suas superficies mais
evidenciadas em comparacdo com os grupos I e III. Novamente, as amostras com PCL- &cido
oleico (porosas) em sua composi¢do apresentaram maior coloracdo quando comparado com as

amostras com hidroxiapatita (figura 5.35).

Amostras Dias Superior Inferior

A-Controle 0 dias
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B-PCL/acido 14
oleico dias
(poros/denso)

B-PCL/acido 21
oleico dias
(poroso/denso)

C-PCL/acido 14
oleico/HA dias
(poroso/denso)

C-PCL/acido 21
oleico/HA dias
(poroso/denso)

Figura 5.36: Analise qualitativa da Alizarin Red do grupo III: A- controle; B-PCL/acido oleico
(poroso/denso); C-PCL/acido oleico/HA (poroso/denso).

O grupo III, no qual as amostras apresentam dreas porosas e densas, apresentou
marcacOes das superficies das amostras mais evidenciadas quando adicionada hidroxiapatita na
matriz polimérica, visto na figura 5.36.

Os resultados da andlise quantitativa da coloracdo Alizarin Red estdo apresentados na
figura 5.37. Essa andlise consiste em resultados mais objetivo do que a analise qualitativa por
apresentar um procedimento de avaliacdo da tonalidade de colorag@o pela absorbancia. O grupo I
apresentou em ordem crescente o valor de absorbancia PCL= PCL-4cido> PCL- acido-HA>

Controle, entretanto realizando o ensaio estatistico Student-T, foi possivel verificar que apenas o
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grupo PCL 21 dias apresentou diferenga estatistica com o grupo PCL-4cido. Desse modo,
analisando as amostras densas a adicdo de ceramica ndo levou a uma maior deposicdo de calcio,
entretanto confirmou que os whiskers de hidroxiapatita apresentam-se bem envoltos de polimero.

O grupo II possuiu o maior valor de absorbancia das amostras, a amostra porosa de PCL-

acido, apresentando maior que o grupo com adi¢do de hidroxiapatita.
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Figura5.37: Resultados quantitativos da coloracdo Alizarin Red (periodos 14 e 21 dias).+ Grupos com
valores de p inferior a 0,05, entre os periodos 14 e 21 dias, ou seja, apresentou diferenca estatisticamente).

Os valores de absorbancia do grupo III foram os que apresentaram uma maior

discrepancia. As amostras com adi¢do de hidroxiapatita em ambos os periodos 14 e 21 dias
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mostraram resultados de menor deposicao de cdlcio. Esse fato pode ser resultado da alteracdo do
pH da soluc¢do, ndo indicando que deverd apresentar o mesmo resultado in vivo.

Todas as amostras, exceto controle, apresentaram um aumento na absorbdncia nos
valores durante o periodo de 21 dias, podendo ser associado a possibilidade de diferenciacdo das
células mesenquimais.

O grupo de pesquisa italiano Netti, comparou em seu artigo publicado em 2011 que o
comportamento do compdsito PCL/HA com diversas concentracdes de hidroxiapatita,
interessantemente o valor apresentado de deposi¢do de cdlcio (verificado pela andlise Alizarin
Red) utilizando células MG63, mostrou-se sem diferenca estatistica entre os grupos com e sem
adicdo de hidroxiapatita (5%w/w) durante 14 dias. Os autores concluiram que neste caso pode-se
sugerir que uma maior concentracdo de hidroxiapatita no compdsito geraria uma melhor

deposicdo de cdlcio (Salerno, et al., 2011).
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6 CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

As andlises dos resultados e das discussdes permitem as seguintes conclusdes:

- Os whiskers de hidroxiapatita apresentaram a morfologia desejada com uma relacdo Ca/P
1,5;

- Com a adi¢do de ceramica foi reduzida a cristalinidade devido a interferéncia no
“empacotamento”das cadeias poliméricas, reduzindo o tamanho dos esferulitos comprovado
pelas imagens de MO;

- As composi¢des com ceramica tiveram superficies mais hidrofilicas em comparacdo com o
controle;

- Com a analise dos resultados dos ensaios de resisténcia a compressao, hidrofilicidade e
cristalizacdo foi possivel determinar a melhor concentracdo de HA da estrutura de ndcleo denso,
sendo essa de 25% w/w.

- Para a estrutura porosa, utilizando os critérios de deposicdo de apatita e cristalinidade, a
amostra que obteve o melhor resultado foi a de concentracio de 15% de whiskers de HA.

- A unido entre as estruturas porosas e densas obteve uma eficaz consolidagao, tornando-as

uma matriz tridimensional com duas estruturas diferentes;

As amostras foram caracterizadas em parceria utilizando os recursos da Unicamp,
Universidade de Trento- Itdlia e Universidade Texas A&M- EUA. Desse modo foi possivel
realizar caracterizacdes minuciosas do material para certificar a sua correta aplicacdo. Apds estas
etapas foi possivel avangar o projeto nos ensaios in vitro com células U20S. Os quais permitem

as seguintes conclusdes:

- A adi¢do de surfactante gerou um aumento no valor da rugosidade das superficies, as quais
demonstraram serem substratos em potencial para a adesio e proliferacao celular;

- A amostra que apresentou c€lulas com maior valor de espraiamento e a presenca de fibras
actinas foi a composicdo PCL/ac oleico;

-Com base nos resultados de topografia e hidrofilicidade frente ao ensaio in vitro com U20S

a composicao PCL/ ac oleico/ HA tende a ser promissora em ensaios futuros;
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Estudos com células tronco oferecem importantes perspectivas sobre possibilidades e
desafios. Fatores de inducdo com estratégias de ades@o celular indicam um grande potencial na
area de engenharia tecidual, na reconstrucdo de tecidos utilizando biomateriais os quais possuem

um papel essencial na etapa de reconstrug@o. As principais conclusdes dessa etapa foram:

- Ap6s andlises de morfologia utilizando microscépio confocal, avaliacdo do fenétipo pela
citometria de fluxo, citogenética e a atividade da telomerase, foi possivel afirmar que o
isolamento e expansao das células mesenquimais do tecido adiposo foi adequada;

- As amostras porosas apresentaram células mais espraiadas nas superficies analisadas pelo
MEYV;

- O grupo PCL e PCL com &cido oleico (poroso) apresentaram diferengas entre os valores de
deposicao de cdlcio nos periodos 14 e 21 dias;

- Amostras com HA resultaram em uma reduc@o no perimetro das células- MEV e na
coloragdao de deposi¢dao de célcio devido possivelmente a dissolucdo e interacdo com os ions
dessa ceramica.

Quando se almeja um biomaterial com interacdo com célula tronco, a influéncia na
resposta in vivo faz com que alguns fatores sejam avaliados, topografia da superficie, a qual
idealmente devera incentivar a adesdo e diferenciacdo; resisténcia mecanica a compressao e
tracdo, devendo ser mais proximo a realidade; hidrofilicidade do material, objetivando uma
superficie atrativa para a interacdo célula-material; tempo de degradacdo, com a meta de
degradar de acordo com a neoformacdo tecidual. Estas caracteristicas permitem qualificar o

potencial do biomaterial para o uso na engenharia tecidual dssea.

Sugestoes para trabalhos futuros

Investigagcdes da reducdo da viabilidade celular nas amostras com hidroxiapatita;
Ensaios in vitro com as amostras 3D;

Ensaios in vivo para futura aplicacdo comercial das composicoes.
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ANEXO lI- Curva tensao por deformacao dos diferentes grupos:
A-DO; B-D1; C-D2; D-D3; E-D4. Cada grupo possui 4 amostras de
replicacoes.

A Ensaio compressao do grupo D0
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E Ensaio de compressao do grupo D4
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ANEXO llI- Curva tensao por deformacao dos diferentes
grupos de amostras porosas (A-P1; B-P2; C-P3; D-P4).

Ensaio de compressao do grupo P1

Ensaio de compressio do grupo P2
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