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SUMARIO

A hidroxiapatite € um bioceramico biocompativel e bioactivo e, dentro dos biomateriais,
aquele que mais se assemelha a composi¢cdo quimica de fase mineral do osso humano. Por ser
osteocondutor tem sido largamente aplicado em areas como a Ortopedia e a Medicina Dentdria.

O quitosano é um biopolimero resultante da desacetilagdo da quitina, o segundo polimero
mais abundante na natureza. Revela propriedades como biocompatibilidade, baixa toxicidade,
biodegradabilidade e acelerador do processo regenerativo, o que o torna um excelente material para
aplicagcdes médicas sob a forma de hidrogéis, filmes, fibras e esponjas.

No presente trabalho foram produzidas e caracterizadas microfibras compdsitas de
quitosano e hidroxiapatite, com o objectivo de construir um material compdsito com as
propriedades combinadas de dois elementos biocompativeis e biodegradaveis.

Através da técnica de Fiacdo Humida (wet spinning) foram produzidos 5 tipos de fibras
contendo diferentes proporgdes de hidroxiapatite ( 0%, 5%, 10%, 15% e 20% (p/p) usando como base
do compésito o quitosano. Foram usados diferentes banhos de coagulacdo e secagem (diferentes
percentagens de NaOH e de etanol ou metanol), obtendo-se varias fibras que foram posteriormente
caracterizadas mecanicamente através de ensaios de trac¢do. A andlise morfoldgica, resultante da
medicdo de diametros e observacdo de imagens obtidas por microscopia electrénica de varrimento
(SEM), juntamente com a analise mecanica, revelaram que as fibras de quitosano com hidroxiapatite
resultantes de banhos de coagulagdo com 70% NaOH e 30% metanol e de banhos de secagem de
100% metanol possuem melhores propriedades para a construgdo de matrizes para a engenharia de
tecido dsseo.

Foram construidas matrizes de fibras compésitas (0%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de HAp
(p/p)) com o recurso a um molde, tendo sido usadas posteriormente para andlise citotoxica e como
suporte para a realizacdo de culturas celulares. A observacdo de imagens obtidas por SEM, apds 24
horas de cultura, assim como os resultados da analise citotdxica, revelaram crescimento celular e

viabilidade para a aplicacdao dos materiais elaborados como suporte de um substituinte dsseo.

Palavras chave: Hidroxiapatite; Quitosano; Sol-Gel; Fiagdo Himida; Compdsito; Osteoblastos; Osso;

Engenharia de Tecidos;



ABSTRACT

Hydroxyapatite is a biocompatible and bioactive bioceramic that, within the biomaterials, is
the one that resembles the most the composition of the mineral phase of human bone. Because of
its osteoconductivity, it has been widely applied in areas such as Orthopaedics and Dentistry.

Chitosan is a biopolymer that results from the deacetylation of chitin and the second most
abundant polymer in nature. It demonstrates interesting properties such as biocompatibility, low
toxicity and biodegradability, which make it an excellent material for medical applications in the form
of hydrogels, films, fibers and sponges.

This paper reports the production and characterization of composite microfibers of chitosan
and hydroxyapatite in an attempt to build a composite material that combines the properties of its
two biocompatible and biodegradable elements.

Using the Wet Spinning technique, five types of fibers containing different amounts of
hydroxyapatite (0%, 5%, 10%, 15% and 20%) using chitosan as its basis were produced. Different
baths were used for coagulation and drying (different percentage of NaOH and ethanol or methanol)
yielding fibers that were mechanically characterized by tensile tests. The morphological analysis
(observation of images obtained by scanning electron microscopy — SEM — and diameter
measurement), together with the mechanical analysis, revealed that composite fibers of chitosan
with hydroxyapatite as a result of a coagulation bath with 70% NaOH and 30% methanol and a drying
bath of 100% methanol, have better properties for the construction of scaffolds for bone tissue
engineering.

With the use of a template, scaffolds were constructed with the composite fibers ( 0%, 10%,
20%, 30%, 40% and 50% HAp) used later for cytotoxicity analysis and for a support in order to carry
out cell culture. The observation of images obtained by SEM, twenty-four hours after the cell seeding
was carried out, combined with the cytotoxicity test results, showed cell growth and viability for the

application of the materials produced in a support of a bone substitute.

Key words: Hydroxyapatite; Chitosan; Sol-Gel; Wet Spinning; Composite; Osteoblasts; Bone;

Tissue Engineering;
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OBIJECTIVOS

O trabalho realizado no ambito desta dissertacdo surge da necessidade de desenvolvimento
de novas técnicas, materiais e produtos no campo da engenharia de tecidos. A continua investigacao
das propriedades dos fosfatos de calcio - mormente da hidroxiapatite - e do quitosano, tem
permitido uma enorme progressao no que diz respeito as aplicagdes médicas.

As microfibras desenvolvidas no presente trabalho tiveram por objectivo a junc¢do destes
dois biomateriais, combinando as suas propriedades para a obtencdo de um produto de elevada
compatibilidade com o corpo humano. Pretende-se uma perfeita integracdo do ceramico no
polimero com consequente producdo de um compdsito estruturalmente viavel in vitro e in vivo.

As técnicas de producdo aplicadas foram escolhidas tendo em conta principios tais como

rapidez, facilidade de processos, seguranca e alta qualidade do produto final.

Desta forma, os objectivos desta dissertacdo sdo os seguintes:

1. Obtencdo de pds de nano-hidroxiapatite pelo método sol-gel.

2. Producdo de fibras compdsitas de quitosano e hidroxiapatite, com recurso a técnica
de fiagdo humida.

3. Caracterizacdo mecanica e morfoldgica das fibras compdsitas através de ensaios de
tracgdo e microscopia electrdnica de varrimento.

4. Producdo de uma matriz tridimensional de fibras compésitas.

5. Caracterizacdo das matrizes tridimensionais de fibras compdsitas como implante a
introduzir no organismo (estrutura fisica, comportamento bioldgico e viabilidade

celular através de testes in vitro).

Este trabalho foi produzido nas instalagdes da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade Nova de Lisboa, nomeadamente no Grupo de Engenharia de Tecidos do Departamento
de Fisica e no Grupo de Polimeros e Materiais Mesomorfos do Departamento de Ciéncias dos

Materiais.
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Introdugao Tedrica

1. INTRODUGAO TEORICA

1.1. BIOMATERIAIS

O desenvolvimento de novos métodos e abordagens na resolugdo de problemas clinicos tem
levado a procura de novos materiais para aplicacdes biomédicas. Nesse sentido, surge a definicdo de
“biomaterial” que encontra um vasto numero de interpretacGes nas areas da ciéncia dos materiais e
da medicina clinica. Pode-se definir biomaterial como um material sintético que é implantado no
corpo com o intuito de substituir e/ou estabelecer um contacto intimo com o tecido vivo e/ou
satisfazer funcionalidades do organismo (Shi 2006, Vallet-Regi 2010, Bronzino and Park 2003) . Este
tipo de material, que requer conhecimentos de diferentes areas cientificas, é diferente de um
composto bioldgico, mas tem que reunir as caracteristicas de bioactividade e composi¢cdo que o
tornem um substituto satisfatério. O que se pretende é uma interaccdo biolégica adequada entre o
material e o hospedeiro (Vallet-Regi 2010). Estes materiais tém que ser ndo téxicos e compativeis

com os tecidos do corpo, isto €, ndo provocarem reacgées bioldgicas adversas (Callister Jr. 2005).

1.1.1. Classificagao dos Biomateriais

Os biomateriais englobam um conjunto diverso de materiais que se podem classificar
consoante a sua composi¢do quimica e o seu comportamento bioldgico.

Atendendo a composicdo quimica podemos classificar os biomateriais como metais,
cerdmicos, polimeros ou compdsitos. Pelo comportamento bioldgico os biomateriais classificam-se de

bioinertes, biotolerados, bioactivos ou reabsorviveis.
Composi¢ao Quimica

I. Metais — Resultam de combinacdes de elementos metalicos. Possuem um largo nimero de
electrGes deslocalizados e apresentam uma estrutura cristalina ordenada. Exibem problemas
de corrosdo e toxicidade mas tém um Optimo comportamento mecanico, condutividade
térmica e eléctrica. Ndo sdo transparentes a luz visivel e sdo utilizados geralmente para
aplicagbes estruturais (Dubok 2000, Callister Jr. 2005). Exemplos de aplicagdes: proteses,

placas e parafusos dsseos, implantes dentarios e agrafos (Bronzino and Park 2003).
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Ceramicos — Podem ser obtidos com elevado grau de bioestabilidade, bioactividade e
bioabsorbilidade. Materiais inorganicos, constituidos por elementos metalicos e nao
metalicos (6xidos, nitrideos, carbonideos), revelam elevada dureza, grande resisténcia a altas
temperaturas e elevada fragilidade. Engloba materiais como cimentos e vidros (Dubok 2000,
Callister Jr. 2005). Podem apresentar alguns defeitos como porosidade excessiva, micro-
rupturas, inclusdes, variacdo da densidade e distribuicdo ndo homogénea de diferentes fases
cristalinas (Barbucci 2002). Exemplos de aplicacdes: cabeca femural da protese de anca e

revestimentos de implantes dentarios (Bronzino and Park 2003).

Polimeros — Macromoléculas resultantes da juncdo repetida de unidades basicas — meros.
Oferecem um inumero conjunto de possibilidades dependendo da sua composi¢do quimica e
estrutura, biodegrabilidade, racio hidrofilico/hidrofébico. Baseados em carbono, hidrogénio
e outros elementos ndo metalicos. Tipicamente possuem baixa densidade e elevada
flexibilidade (Dubok 2000, Callister Jr. 2005). Exemplos de aplicagdes: Suturas, vasos

sanguineos, tecidos moles (Bronzino and Park 2003).

IV. Compdsitos — Materiais constituidos por mistura de biomateriais de diversos tipos em que

normalmente um funciona como base — matriz — e os outros como reforcos. Concebidos para
possuirem as melhores caracteristicas de cada um dos tipos de materiais envolvidos,
oferecem uma enorme variedade de vantagens em comparagdo com os materiais
homogéneos. Dependendo das combinagbes efectuadas conseguem-se diferentes
propriedades. (Callister Jr. 2005, Bronzino and Park 2003). Exemplos de aplica¢des: Valvulas

do coracdo, vasta gama de implantes dentarios (Bronzino and Park 2003).

Comportamento Biolégico

Bioinertes — materiais que ndo provocam reac¢cdo do organismo a presenca de corpo
estranho, portanto inertes, estabelecendo-se uma ligacdo directa ao tecido receptor
(Gutierrez 2006, Williams 1999). Materiais: Tantalo, titanio, aluminio e éxidos de zircénio
(Dubok 2000).

Biotolerados — Moderadamente aceites pelo tecido receptor, implicam a producdo de uma

capsula fibrosa pelo organismo, que envolve o material (Gutierrez 2006).

Bioactivos — Materiais que estabelecem uma actividade biolégica dindmica com o tecido.
Ligacdo bioquimica directa aos tecidos vivos, como por exemplo através de pontes quimicas
utilizando os ides calcio e/ou fésforo, no caso dos fosfatos de calcio (Gutierrez 2006,

Williams 1999). Materiais: hidroxiapatite, fosfato tricalcico, quitosano (Dubok 2000).
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IV. Reabsorviveis — Materiais que apresentam uma taxa de degradacdo gradual, através de

mecanismos hidroliticos ou por accdo enzimatica, com substituicdo posterior de tecido
natural no local onde sdo implantados. Capazes de serem degradaveis, dissolvidos e
metabolizados pelo organismo, sem toxicidade e rejeicao (Gutierrez 2006, Bronzino and Park
2003, Williams 1999). Materiais: Fosfato tricalcico, hidroxiapatite porosa, sais de fosfato de

calcio, poliuretanos, quitosano (Dubok 2000).

Os biomateriais englobam um conjunto heterogéneo de compostos naturais ou sintéticos,

inorganicos e organicos. Dependo da area de intervencdo, varios materiais podem ser construidos e

sintetizados com propriedades especificas para cada zona de aplicacdo (Wise 2000). Neste trabalho

procurar-se-a especificar a importancia da aplicacdo dos biomateriais no osso.

1.1.2. Materiais Osteogénicos

Sdo biomateriais que contém células a partir das quais se da formacdo dssea, isto €, sdo

células com capacidade de diferenciacdo em tecido dsseo (Williams 1999). Este tipo de células

encontra-se no peridsteo, na medula dssea e tecidos moles peritrabeculares, e derivam da

diferenciacdo de células estaminais do tecido conjuntivo.

Dentro destes materiais podem-se destacar o osso esponjoso autdlogo, aspirado de medula

Ossea, osso cortical autélogo e o osso autdlogo vascularizado.

Osso esponjoso autdlogo — Revela um alto grau de compatibilidade com o hospedeiro visto

ser recolhido usualmente do osso iliaco ou da tibia proximal do préprio individuo.
Constituido por uma matriz osteocondutora de minerais, cartilagem e proteinas, com
inclusdo de proteinas osteoindutoras e células osteogénicas. Sem problemas de rejeicao do
implante ou transmissdo de doencas. Apresenta uma taxa de morbilidade relacionada que
ronda os 10%. S3o conhecidas complicagdes como hérnias, perdas hemdticas, lesdes

nervosas, hematomas e infec¢do pds-operatoria.

Aspirado de medula éssea — Colhido por pungdo da crista iliaca e centrifugado para

concentrar as células estaminais (existem na medula na propor¢do 1 por 50000 células
nucleadas) aumentando a sua eficacia. Inicialmente utilizado no tratamento de atrasos de
consolidacdo, injectado no foco da fractura. Revela capacidade osteogénica que lhe permite
alargar a sua aplicacdo a tratamento de quistos ésseos. Integra fibrina, formando uma matriz

biolégica degradavel.
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Osso cortical autélogo — Possui elevada resisténcia mecanica que permite a sua utilizacdo em

locais de grande suporte de carga, como por exemplo a coluna vertebral. Apresenta
porosidade reduzida, o que se traduz numa revascularizacio demorada, e contém
progenitores osteoblasticos e células hematopoiéticas em numero reduzido. As suas

gualidades sdo biologicamente inferiores as do osso esponjoso.

Osso autdlogo vascularizado - Obriga ao recurso a microcirurgia pois este tipo de enxertos é

colhido com o seu pediculo vascular para ser reanostomosado na zona de aplicacdo. O
suprimento vascular ndo é praticamente interrompido permitindo uma maior viabilidade das
células dsseas, necrose do enxerto praticamente nula e uma rapida incorporacdo. Aplica-se
maioritariamente em zonas dsseas com defeitos superiores a 12cm, ou em zonas irradiadas

ou a ser submetidas a quimioterapia pds operatéria (Gutierrez 2006).

1.1.3. Materiais Osteocondutores

S3do materiais que passivamente permitem o continuo crescimento do 0sso, e o revestimento

de uma superficie, utilizando células progenitoras de osso pré-existente (Williams 1999). Pertencem

a este grupo materiais como os cerdmicos e o colagénio.

Materiais Cerdmicos — Para além das propriedades destacadas anteriormente na secgdo

“Biomateriais / Composicdo Quimica”, salientam-se ainda a inexisténcia de qualquer
actividade osteogénica ou osteoindutiva, sendo possivel produzir materiais com uma
composicdo muito semelhante a matriz éssea inorganica. Os materiais ceramicos podem-se
ainda classificar em materiais a base de sulfatos de cdlcio, vidros, ou a base de fosfato de

cdlcio. Estes tipo de materiais sera aprofundado no capitulo “Bioceramicos”.

Colagénio — E a proteina dominante na matriz 6ssea extracelular. Tem uma estrutura
adequada a regeneracdo Ossea, constituindo-se um bom meio de transporte para outros
enxertos sintéticos assim como proteinas morfogénicas do osso (BMP) e células
osteogénicas. Apresenta resisténcia estrutural minima e possui risco potencial de

imunogenicidade.
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1.1.4. Materiais Osteoindutores

Tipo de materiais que induzem a osteogénese (Williams 1999). Este grupo de materiais é

composto pelos aloenxertos, matrizes Osseas desmineralizadas, xenoenxertos e factores de

crescimento dsseo.

Aloenxerto — Material proveniente de um dador da mesma espécie. Desencadeia resposta
inflamatdria e possui alguns riscos de transmissdo de doengas assim como inexisténcia de

capacidade osteogénica.

Matriz _éssea desmineralizada — Obtem-se pela colocacdo de um osso em meio acido,

retirando-lhe a maior parte da componente mineral, retendo o colagénio e outras proteinas
tais como os factores de crescimento. Elimina-se o risco de transmissdo de doencas
infecciosas, diminuindo-se contudo a resisténcia estrutural. O potencial de osteoinducdo
depende de factores como o tipo de solucdo, tempo de desmineralizacdo, tamanho das

particulas, temperaturas e métodos de esterilizagdo utilizados.

Xenoenxerto — Enxertos provenientes de outras espécies animais, pelo que é necessario
tratamento antigénico de deslipidizacdo e desproteinizacdo, reduzindo-se assim as
capacidades osteoindutoras. Geralmente impregna-se este tipo de enxerto com células da

medula dssea humana.

Factores de crescimento dsseo - Polipeptideos especificos para determinados tecidos , que

se ligam a receptores de superficie, estimulando a actividade celular. Actuam no
crescimento do esqueleto, consolidacdo de fracturas, reparacdo de cartilagem articular e
osteoporose. Na matriz éssea encontram-se diversos factores de crescimento como: BMP,

TGF-Beta, PDGF, IGF-I e Il, FGCT, entre outros.
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1.2. BIOCERAMICOS

Como referido no capitulo “Biomateriais”, os ceramicos sdo materiais ndo metalicos,
policristalinos consolidados através de um processo de sinterizagdo (Barbucci 2002). Sdo refractarios
e incluem os silicatos, 6xidos metalicos, carbonetos e varios hidretos refractarios, sulfideos e
selenetos. O uso de ceramicos tem sido limitado muito devido a fragilidade inerente,
susceptibilidade para micro-rupturas, baixa resisténcia a trac¢do e baixa tensdo de ruptura (Dubok
2000, Bronzino and Park 2003).

Os materiais ceramicos que encaram o organismo como campo de aplicacdo sdo, entdo,
designados de biocerdmicos. Estes materiais biocompativeis sdo usados principalmente com fins
ortopédicos e dentarios, mas também em aplicacGes vasculares, nomeadamente em valvulas
auriculares e ventriculares, assim como componentes de reforgco em implantes compésitos (Bronzino

and Park 2003). Na figura 1 poderdo ser encontrados varios bioceramicos com as respectivas
aplicagoes.
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FIG 1 - ARVORE DOS BIOCERAMICOS E SUAS APLICACOES (DUBOK 2000).
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1.2.1. Classes de Bioceramicos

Podemos dividir os bioceramicos em trés grandes grupos: bioinertes ou ndo absorviveis,

biodegradaveis ou reabsorviveis e bioactivos ou de superficie reactiva.

Bioinertes ou ndo absorviveis — Mantém as propriedades mecanicas e fisicas no interior do

hospedeiro, exibindo as propriedades dos bioceramicos supra citadas. Fazem parte deste
grupo os cerdmicos de dxidos de aluminio (ALO,) porosos e ndo porosos (densos), de
zircénio (ZrO,), de aluminatos de calcio, de carbono pirolitico. Tipicamente usados para
implantes de suporte como parafusos dsseos ou cabecas femurais. Podem também ser
usados para producdo de tubos de ventilacdo, aparelhos de esterilizacdo e sistemas de

libertacdo de drogas.

Biodegradaveis ou reabsorviveis — Materiais que se degradam apds a implantacdo no

hospedeiro, e que sdo substituidos por tecido endogénico. A degradacdo é variavel
dependendo da composi¢do do ceramico. Deste grupo fazem parte o biocoral e os fosfatos
de calcio, como por exemplo a HAp, TCP (figura 2), ALCAP, ZCAP, ZSCAP.

FIG. 2 — IMAGEM OBTIDA POR MICROSCOPIO ELECTRONICO DE VARRIMENTO, DE UM CIMENTO DE FOSFATO DE TETRACALCIO

COM FORMAGAO DE CRISTAIS DE NANOHIDROXIAPATITE A SUPERFICIE (XU ET AL. 2006).

Bioactivos ou de superficie reactiva — Ceramicos que formam um forte ligacdo com o tecido

do hospedeiro. Sdo exemplos os vidros ndo porosos, o biovidro e a hidroxiapatite. Sdo
usados normalmente como revestimentos de préteses metdlicas, que promove um

fortalecimento da ligacdo entre a protese e os tecidos adjacentes (Bronzino and Park 2003).
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1.2.2. Fosfatos de Calcio

O osso natural, cuja fase inorganica é reconhecida como apatite natural, é formado no corpo
através de um processo de biomineralizacdo onde estdo presentes células e proteinas. Esta
mineralizacdo, que envolve iGes de fosfato e de calcio, confere a apatite do osso natural o estatuto
de fosfato de calcio basico.

Os fosfatos de calcio tém vindo a ser utilizados como osso artificial sob diversas formas de
implantes e revestimentos sdlidos e porosos. Como visto anteriormente, a biocompatibilidade que
este tipo de compostos oferece, faz com que tenham grande interesse em aplicacdes de ambito

bioldgico, ortopédico e dentario.

TABELA 1 — CERAMICOS DE FOSFATO DE CALCIO (BARBUCCI 2002).

Fosfatos de Calcio

Razdo Molar

Nome - Sigla Férmula Quimica
Ca/P
Metafosfato de Calcio — MCPM Ca(PO,), 0,5
Fosfato Monocélcico Monohidratado — MCPM Ca(H,PO,).2H,O0 0,5
Fosfato Heptacélcico — HCP Ca,(P,O,), 0,7
Pirofosfato de Célcio Dihidratado — CPPD Ca,P,0,.2H,0 1,0
Pirofosfato de Célcio — CPP Ca,P,O, 1,0
Fosfato Dicdlcico — DCP CaHPO, 1,0
Fosfato Octacalcico — OCP Ca,H,(PO,),.5H,0 1,33
Fosfato Tricalcico - TCP Ca,(PO,), 1,50
Hidroxiapatite — HAp Ca,,(PO,)(OH), 1,67
Fosfato Tetracélcico — TTCP Ca,O(PO,), 2,0

Dependendo da concentragcdo dos iGes de calcio e fosfato, podem ser obtidos diferentes
tipos de fosfatos de cdlcio, tal como apresentado na tabela 1. Estes ceramicos sdo distinguidos pelo
valor da razdo molar Ca/P que se encontra na sua composi¢do. Este tipo de cerdmico, envolve

principalmente o carbonato de calcio e o acido fosfdrico na sua sintese (Bronzino and Park 2003).
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Os fosfatos de calcio podem ser formados em ambientes aquosos e/ou bioldgicos e em
ambientes secos. As reac¢des que promovem a formacdo de fosfatos de cdlcio dependem
directamente da natureza quimica e estrutura dos compostos precursores assim como das condi¢oes
circundantes. O meio onde o fosfato de cdlcio (figura 3) é formado intervém de tal forma na sua
sintese que, um mesmo fosfato de calcio pode ser criado por diferentes reac¢bes e diferentes
precursores. Enquanto em ambientes aquosos, os compostos sdo influenciados pelo equilibrio
simultaneo entre acido e base, relativamente ao acido fosférico, em ambientes secos e aquecidos as
transformacgGes ocorrem devido a perda de agua resultante da condensac¢do molecular, o que leva a

formacdo de CPP e de polifosfatos.

FIG. 3 - IMAGEM OBTIDA POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE VARRIMENTO DE UM CRISTAL DE UM CERAMICO DE FOSFATO
DE CALCIO (GSCHMEISSNER).

A temperatura corporal sé existem duas fases estdveis em contacto com os fluidos do
organismo. A um pH<4.2, a fase estavel é o CaHPO,.2H,0 , e a um pH>4.2, a fase estavel é a HAp.
A altas temperaturas formam-se outras fases como por exemplo o TCP e o TTCP (Barbucci 2002).

Tendo em conta que na interac¢do com o corpo humano, os fosfatos de cdlcio encontram
condi¢Bes como temperatura de 37°C e fluidos com pH préoximo dos 7,0, estudar-se-a neste trabalho

a fase dominante nestas condig¢Ges, a hidroxiapatite.

Biodegradagao dos fosfatos de calcio

A biodegradacdo de um material esta condicionada pela sua composi¢cdo quimica e pelo local
onde é implantado. A degradacdo de biomateriais de enxerto ésseo, nomeadamente com base em
ceramicos de fosfato de calcio, pode realizar-se através de um processo quimico de dissolucdo ou

ocorrer como consequéncia da actividade celular.
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Factores como a capacidade de adsorver proteinas a sua superficie, o tamanho e a forma dos
cristais, a rugosidade, o método e a temperatura de sinterizacdo, assim como os mecanismos de
esterilizacdo a que os materiais estiverem sujeitos influenciam os processos de interac¢do com o
organismo.

O ambiente acido causado, ou ndo, pela actividade celular, provoca a dissolucdo parcial do
fosfato de calcio. Os ides Ca’* e POi_, gue sdo libertados para o meio devido a dissolugdo da HAp,
aumentam a saturacdo dos fluidos bioldgicos (proteinas e electrélitos), o que leva a precipitacdo de
uma apatite carbonatada, semelhante a do tecido dsseo (Abe, Dusek and Kobayashi 2010). A apatite
carbonatada, que se forma na superficie dos bioceramicos a base de CaP, facilita a adesdo de
proteinas do meio ao implante, proporcionando a proliferacio e diferenciacdo das células
osteogénicas e conduzindo a producdo de uma matriz extracelular biomineralizada.

Num outro processo, a biodegradacdo verificada pela actividade celular pode envolver
mondcitos, macréfagos e células multinucleadas, que eliminam particulas que se libertam da
superficie dos ceramicos, através do processo de fagocitose. Os osteoclastos surgem também como
um interveniente importante visto que desempenham um papel activo na fagocitose de ceramicos

de CaP para além de possuirem capacidade e actividade de reabsorg¢do (figura 4).

FIG. 4 - IMAGEM GERADA POR COMPUTADOR DA ACTIVIDADE DOS OSTEOCLASTOS NO 0SSO HUMANO (CARLSON).

A capacidade de reabsorgdo destes materiais € também grandemente afectada pela sua
solubilidade. Bioceramicos como o TCP e HAp revelam solubilidades diferentes que se traduzem em
processos de degradacao diferentes. O TCP é degradado através de uma dissolu¢do quimica e nao
uma actividade osteoclastica como no caso da HAp. A alta solubilidade do TCP provoca a libertacdao
de iGes de calcio para o meio extracelular, inibindo a reabsorcdo osteoclastica. Por outro lado, a
menor solubilidade da HAp traduz-se numa maior actividade dos osteoclastos, facultando a adesdo

entre o implante e o organismo (Bronzino 2008).
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1.3. HIDROXIAPATITE

Dentro dos biomateriais, os ceramicos de fostato de calcio evidenciam-se como aqueles que
mais se assemelham a composi¢cdo do osso humano. Dentro deste tipo de cerdmicos encontra-se a
hidroxiapatite, que na sua vertente natural, representa 65% da fase mineral do osso, encontrando-se
na forma de um cristal plano com 20 a 80 nm de largura e 2 a 5 nm de espessura (Faria 2008). A HAp
presente nos ossos e dentes constitui 90% do cdlcio e 80% do fésforo total existente no corpo
humano. Este ceramico de fosfato de cdlcio cristalino pode ser produzido sinteticamente.

A HAp caracteriza-se pelo seu perfil de bioceramico biocompativel e bioactivo, estando
intimamente ligado a reparacdo de tecido humano calcificado que tenha algum tipo de lesdo (Vital et
al. 2006).

1.3.1. Estrutura Tridimensional e Composi¢ao Quimica

A hidroxiapatite faz parte do grupo das apatites, juntamente com a fluorapatite, a
clorapatite, entre outros, sendo que o prefixo evidencia a presenga de concentraces elevadas de,
por exemplo, fldor, cloro ou grupos hidroxilo. As apatites sdo minerais isomérficos hexagonais, ou
seja, o seu arranjo molecular é semelhante embora sejam constituidos por diferentes elementos, e
cuja unidade basica estrutural é definido como rede. O cristal é formado pelas repeticoes

tridimensionais da rede.

K

FIG. 5 - ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA HIDROXIAPATITE, VISTA LATERAL(FUNG 2001). NA UNIDADE ESTRUTURAL
ENCONTRAM-SE ATOMOS DE CA (CINZENTO), P (VERMELHO) E O (AZUL).

A HAp é constituida por atomos de calcio, fésforo, oxigénio e hidrogénio, seguindo a férmula
quimica das apatites A,,(BO,),C,, em que A= Ca (célcio) , B= P (fésforo) e C= OH (grupo hidroéxilo),
resultando na férmula final Ca,,(PO,),OH,. Quando sinteticamente produzida, a HAp tem uma
estrutura hexagonal (no plano perpendicular ao eixo cristalino de mais alta simetria), pertencendo ao

grupo espacial P6,/m, com dimensées a=9,432 A, c=6,875 A. E composta por duas células unitdrias
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prismaticas triangulares, como descrito na figura 5 e figura 6, e possui dois ides de Ca
cristalograficamente independentes em cada célula unitaria, num total de dez ides de calcio em que

guatro sdo do tipo | e seis do tipo Il.

FIG. 6 - ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA HIDROXIAPATITE, PERSPECTIVA CAVALEIRA (FUNG 2001).

O ido Ca(l), alinhado em coluna com os restantes do mesmo tipo, é rodeado de seis atomos
de oxigénio (0) que pertencem ao grupo fostato (PO, ) e ao grupo hidréxilo, formando com estes
um octaedro.

O ido Ca(ll) forma um tridngulo normal ao eixo, que no seu conjunto podem rodar
mutuamente 60° entre si. No grupo fosfato, quatro 4tomos de O rodeiam o dtomo de P, formando
um tetraedo com uma ligeira distorcao.

Os iBes de Ca(l) possuem 6 oxigénios distanciados de 2,4 A enquanto o ido Ca(ll) possui trés
oxigénios distanciados de 2,3 A, dois distanciados de 2,5 A e um de 2,2 A.

Os atomos de oxigénio dos grupos hidréxilo estdo situados 0,9 A abaixo do plano formado
pelos triangulos de calcio e a ligagdao O-H (Araujo 2008).

Em suma, pode afirmar-se que a hidroxiapatite é uma matriz de anides POi_ com seis ides
Ca2+que formam dois triangulos equildteros centrados no eixo de rotagdo helicoidal. Os grupos

OH" apresentam-se no centro dos tridngulos equildteros (Faria 2008).

1.3.2. Propriedades Fisicas, Mecanicas, Quimicas e Cristalograficas

A estrutura cristalografica da HAp define-se por dois grupos de fosfato compactados que

. . , . <o 2 . .
formam dois tipos de tinel paralelos ao eixo central no qual se encontram os idesCa~". No interior
destes canais ocorre a distincdo entre a forma hexagonal e monoclinica (provocada por deformacgdes

na rede). Estes tuneis conferem as apatites a capacidade de trocas de iGes e possibilitam a captacdo
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de certos ides como CO? e HPOi_que conferem as apatites propriedades idénticas as dos
zedlitos. Esta caracteristica de grande numero de substituicGes, que se revela nas apatites, ndo
provoca contudo alteragcbes na estequiometria, traduzindo-se numa estrutura cristalografica
praticamente inalterada.

A HAp segue o mesmo tipo de comportamento e consegue alojar um grande numero de
substituicdes e defeitos, ndo sendo conhecidas consequéncias a nivel bioldgico. No entanto,
substitui¢des como chumbo (Pb**), cddmio (Ca**), cobre (Cu**), zinco (Zn**), estréncio (Sr**),
cobalto (C02+), ferro (Fez+), podem alterar a cristalinidade, os parametros de rede, as dimensdes
dos cristais, a textura superficial, a estabilidade e a solubilidade da estrutura da hidroxiapatite
(Araujo 2008).

No corpo humano a hidroxiapatite presente ndo respeita a estequiometria, composicdo,
propriedades fisicas e mecanicas da hidroxiapatite pura. A HAp do corpo tem a particularidade de ter
grande afinidade para a substituicdo de iGes, o que se traduz geralmente numa deficiéncia em calcio,
ndo respeitando o coeficiente Ca/P=1,67 da HAp pura, e apresentando-se frequentemente

carbonatada.

FIG. 7 - MICROSCOPIA ELECTRONICA DE VARRIMENTO COM COLORAGAO DE CRISTAIS DE FLUORAPATITE (GSCHMEISSNER).

A substituicdo do ido Flior (F7) pelo grupo OH™ melhora as propriedades fisicas, quimicas
e bioldgicas da HAp como por exemplo o aumento da cristalinidade, aumento do tamanho do cristal
com diminuicdo da tensdo e reforco da estabilidade estrutural. Na figura 7 podem-se observar
cristais de fluorapatite pura.

A substituicdo do ido carbonato (CO?) em dois locais, no grupo hidréxilo ou no grupo
fosfato, provoca normalmente um decréscimo na cristalinidade e um aumento da solubilidade da
apatite (Shi 2006).

O facto deste bioceramico ter na sua constituicdo quimica a presenca maioritaria de iGes de
calcio e fosfato torna a afinidade entre a HAp e o corpo maior, uma vez que estes ides participam

activamente no equilibrio iénico entre o fluido bioldgico e o ceramico (Araujo 2008).
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Na tabela 2 encontram-se resumidamente as propriedades fisicas, mecanicas, bem como a

estrutura cristalografica da HAp.

TABELA 2 — PROPRIEDADES FISICAS, MECANICAS E ESTRUTURA CRISTALOGRAFICA DA HIDROXIAPATITE ( ADAPTADO DE (FARIA 2008)).

Propriedades Fisicas e Mecanicas

Densidade 3,16 g/cm’®
Dureza 3450 MPa
Ponto de fusdo 1660 °C

Coeficiente de expansao térmica

(11-15) x 10° K

Modulo de Young 70-90 GPa
Tensdo de Ruptura 50-110 MPa
Resisténcia a Tracgdo 120 MPa
Resisténcia a compressao 430 MPa
Estrutura Cristalografica

Massa Molecular (M) 1004,8
Estrutura do cristal Hexagonal
Grupo Espacial P65/m

a (A): 9,4180 b (A): 9,4180 c (A): 6,8840

Célula unitaria a(%): 90 B (°): 90 y(°): 120

Volume da célula (10° pm?) 528,80

1.3.3. Propriedades da Hidroxiapatite como Biomaterial

A hidroxiapatite revela-se um biomaterial de muito interesse para aplicacbes Osseas. A
semelhanca quimica com a fase mineral do osso, a alta taxa de osteointegracdo e as propriedades
mecanicas semelhantes as de tecidos como a dentina e o esmalte, tornam este bioceramico
apropriado para aplicagGes de natureza biomédica (Kim and Kumta 2004, Faria 2008, Araujo 2008).

Para além disto, a HAp é segura do ponto de vista citotdxico, ndo revelando ser alergénica,
cancerigena ou, local ou sistemicamente tdxica. A sua utilizacdo ndo implica resposta a corpos
estranhos ou inflamatéria, mostrando ainda uma aparente habilidade em ligar-se ao tecido

hospedeiro. A alta capacidade de adsorver e/ou absorver moléculas tornam-na num grande suporte
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para a ac¢do prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento de tumores ésseos (Araujo
2008).
O mecanismo de formagdo de uma ligacdo quimica directa entre a HAp densa e o osso pode

descrever-se pelas seguintes etapas:

1. Aparecimento da matriz dssea, composta por osteoblastos diferenciados, na superficie deste
ceramico, formando uma zona amorfa de 3-5 um de espessura, com alta concentracdo de
ioes fosfato e calcio;

2. Aparecimento de feixes de colagénio que ligam a zona amorfa as células ésseas;

3. Formacao de cristais da forma mineral éssea na regidao amorfa.

4. Maturacdo celular e diminuicdo da area de ligacdo para uma espessura entre 0,05-0,2 um.

5

O osso vivo une-se ao implante através de uma fina camada celular epitelial (Dubok 2000).

A possibilidade de se produzirem blocos porosos de HAp, com controlo do tamanho de poro,
permite obter biomateriais que funcionem como suporte a formacdo vascular e que levem a
migracdo e proliferacdo de osteoblastos (Vital et al. 2006).

As caracteristicas supra referidas tornam viavel a utilizacdo da hidroxiapatite do ponto de
visto clinico, em aplicacdes de reparacdo de defeitos dsseos, regeneragdo de tecidos, equipamentos
percutaneos como stents revestidos de HAp, na reconstru¢cdo maxilofacial e revestimentos de

implantes ortopédicos e dentdrios (Kim and Kumta 2004).

1.3.4. Resumo dos Métodos de Producao de Hidroxiapatite

Com a crescente utilizagdo da hidroxiapatite no campo clinico surgiu também a necessidade
de novas formas de producao deste bioceramico.

Actualmente existem diversas técnicas de producdo da HAp, distinguindo-se métodos por
“via seca” e métodos por “via aquosa/humida”. De entre os métodos por “via seca” destacam-se
reac¢Ges de estado sodlido, sintese mecanoquimica e preparagdo por combustdo, enquanto as
técnicas por “via aquosa/humida” englobam a precipitacdo de solugdes coloidais aquosas, a
deposicdo electroquimica, os procedimentos de sol-gel, a sintese hidrotérmica , a hidrdlise e a
emulsdo ou micro-emulsao.

Os métodos por “via seca” caracterizam-se pela mistura dos compostos no estado sélido,
altas temperaturas de sinterizagdo, tempos de envelhecimento e longos tempos de tratamento a
altas temperaturas. Os métodos por “via aquosa/humida”, por sua vez, caracterizam-se pela mistura
de solugdes aquosas, uso de técnicas de precipitacdo quimica e hidrélise de fosfatos de calcio.
Utilizando esta via produz-se HAp mais reactiva quimicamente, com area superficial superior e

menor tamanho de particulas. Por outro lado podem-se obter pds ndo estequiométricos,
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contaminados com outro tipo de iGes como carbonetos, fosfatos de hidrogénio, potassio, sddio e
nitratos que levam a producdo de hidroxiapatites defeituosas (Shi 2006). Os métodos por “via
aquosa” sdo usados para producdo de pds cristalinos de HAp e outros pds de calcio e fosfato nao
cristalinos.

O grande interesse neste biomaterial levou também a uma grande exploragdo de técnicas de
deposicdo dentro das quais se podem destacar o dip-coating, imersdo, deposicdo electroforética,
deposicdo electrolitica, pressao isostatica a quente, bombardeamento de feixe idnico, laser pulsado,
biomimética e a projeccdo térmica (Faria 2008).

Na tabela 3 caracterizam-se, sucintamente, algumas técnicas de producdo de hidroxiapatite.

TABELA 3 — METODOS DE PRODUGAO DE HIDROXIAPATITE.

Método Caracteristicas Referéncias

Producéo de Microfibras Compésitas de Quitosano e Hidroxiapatite pela Técnica de Fiagdo Himida | 16



Introducgdo Tedrica

Produgdo de Microfibras Compésitas de Quitosano e Hidroxiapatite pela Técnica de Fiagdo Humida | 17



Introdugao Tedrica

1.4. BIOPOLIMEROS

Os polimeros tém vindo a ser largamente utilizados em material médico descartavel,

materiais prostéticos e dentarios, implantes, aparelhos extra corporais, encapsulantes, sistemas

poliméricos de libertacdo de drogas e produtos de engenharia de tecidos. Em comparag¢do com os

ceramicos e metais, os biomateriais poliméricos sdao de mais facil manufactura em varios formatos,

mais faceis num segundo processamento, com um custo razoavel e com grande variabilidade das

propriedades fisicas e mecanicas (Bronzino and Park 2003).

1.4.1. Classes de Biopolimeros

Tal como nos restantes biomateriais, a biocompatibilidade e o desempenho em contacto com os

fluidos bioldgicos sdo duas caracteristicas importantes para a aplicagdo de polimeros na area médica.

Assim, os biopolimeros podem classificar-se como ndo degraddveis ou biodegraddveis.

Ndo degraddveis — Polimeros em que é requerida a manutengdo das suas propriedades

durante o seu periodo de aplicacdo, em ambientes agressivos como o corpo humano.
Apresentam ligacGes quimicas estaveis na sua estrutura constituida por ligacbes carbono-
carbono ou silicio-oxigénio. Encontram-se neste agrupamento polimeros como o polietileno
de ultra elevado peso molecular (UHMWPE), usado em ortopedia principalmente em
articulacdes, o polimetacrilato de metilo (PMMA), polimerizado no local para formar cimento
Osseo, o politetrafluoretileno (PTFE) ou vulgarmente conhecido como Teflon, aplicado em

enxertos vasculares, e o polidimetilsiloxano (PDMS), usado para implantes de tecidos moles.

Biodegradaveis — Polimeros que pela sua degradacdo oferecem dois tipos de vantagens: a
eliminacdo da necessidade de uma intervencdo cirurgica para retirar o implante depois de
terminada a sua acgdo; possibilidade de direccionar a regeneracdo dos tecidos através da
degradacdo do implante. Neste grupo de polimeros encontram-se a maioria dos poliésteres

como os acidos polilactico e poliglicdlico e seus copolimeros (Barbucci 2002).

Outra classificagcdo possivel para os polimeros diz respeito a sua origem, sendo possivel

classifica-los como sendo de origem natural ou sintética.

Os polimeros naturais ocorrem na natureza durante os ciclos de crescimento dos

organismos. A sua sintese envolve normalmente a catdlise enzimatica e o crescimento de cadeias

poliméricas através de reac¢Oes de polimerizacdo de mondmeros. Alguns exemplos deste tipo de

polimeros sdo os polissacarideos (como por exemplo a celulose e a quitina/quitosano)e o colagénio.
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Os polimeros sintéticos sdo produzidos artificialmente através de reacc¢bes de polimerizacdo
em cadeia ou por passos. Incluem-se neste grupo os poliésteres alifaticos, os polianidridos, as

poliamidas e os poliuretanos.

TABELA 4 — ALGUNS BIOMATERIAIS POLIMERICOS E AS SUAS APLICAGOES (BRONZINO AND PARK 2003).

Polimeros Aplicagées
PVC Bolsas de solugdo e sangue, embalagens cirurgicas, aparelhos de
didlise, cateteres.
PE Garrafas farmacéuticas, cateteres, bolsas, recipientes flexiveis,
implantes ortopédicos.
pp Seringas descartdveis, membranas oxigenadoras do sangue,
suturas, enxertos vasculares artificiais.
PMMA Bombas e reservatérios sanguineos, membranas para dialise
sanguinea, lentes oculares implantaveis.
PS BalGes para cultura de tecidos e filtros
PET Suturas, enxertos vasculares artificiais, valvulas para o coragao.
Poliamida Cateteres, suturas e pecas de molde.

1.4.2. Biodegradagao e Bioabsorgao

A degradacdo polimérica ocorre em quatro etapas: absor¢do de dagua, redugdo das
propriedades mecanicas, redugdo da massa molar e perda do peso final. Inicialmente, a agua e os
fluidos bioldgicos difundem-se para dentro do material. Seguidamente, as propriedades mecanicas
comecam a alterar-se. Usualmente, o mddulo de Young diminui no inicio devido ao efeito de
plastificante dos fluidos, que reduzem a temperatura de transicdo vitrea, e diminui no final do
processo devido a reducdo da massa molar.

A biodegradacdo polimérica ocorre no organismo também em quatro processos:
solubilizacdo, ionizacdo seguida de solubilizacdo, hidrélise catalisada enzimaticamente ou por pH.
Durante a primeira e segunda etapa, a degradacdo envolve a dissolucdo das cadeias poliméricas,
directamente ou depois da ionizagdo, em meio aquoso (através da quebra de ligacdes de hidrogénio,
e da protonizagdo ou desprotonizacdo no caso de ocorrer ionizagdo), mantendo a estrutura basica
intacta. Na terceira etapa a hidrdlise causa fragmentacao da estrutura polimérica.

Outros factores que ocorrem em ambientes bioldgicos, como a biodegradagdo oxidativa e a
degradacdo bacteriana, podem actuar sobre os polimeros e contribuir para a sua degradacao

(Barbucci 2002).
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1.5. QUITINA e QUITOSANO

O quitosano e a quitina sdo amino-polissacarideos naturais cujas caracteristicas os tornam de
grande utilidade num vasto conjunto de aplicacbes na darea biomédica. O seu grande
desenvolvimento deve-se maioritariamente as suas caracteristicas como a excelente
biocompatibilidade, biodegradabilidade, seguranca ecoldgica, baixa toxicidade, actividade anti-
bacteriana e baixa imunogenicidade.

A quitina e o quitosano sdo copolimeros de unidades N-glucosamina e N-acetil-glucosamina
ligadas entre si (por ligagdes beta(1-4)). Quando o nimero de unidades glucose amina é superior a
50% o polimero é designado por quitosano, CS, tornando-se solivel em meios acidos. O CS é um
polimero catidnico que possui inUmeras aplicagdes na forma de solugbes, géis, filmes ou fibras (Pillai,
Paul and Sharma 2009, Rinaudo 2006).

1.5.1. Estrutura e Composi¢cdao Quimica

O CS é um polimero semi-cristalino cuja morfologia tem sido mencionada de diferentes
formas na literatura. Conseguem-se obter cristais individuais de quitosano com deacetilagdo total, a
partir de quitina de baixo peso molecular. Na figura 8 pode-se encontrar a representacdo

esquematica dos copolimeros quitina e quitosano.
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FIG. 8 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA QUITINA E DO QUITOSANO. QUANDO O COMPLEXO X (UNIDADE N-ACETIL-
GLUCOSAMINA) E SUPERIOR A 50% ESTAMOS NA PRESENCA DE QUITINA. QUANDO O COMPLEXO Y (UNIDADE N-
GLUCOSAMINA) E SUPERIOR A 50% ENTAO ESTAMOS NA PRESENGA DE QUITOSANO (KHOR AND LIM 2003).
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A unidade celular respeita geometria ortorrémbica ( P2,P2,2,) com a=0,807 nm, b=0,844
nm e c=1,034 nm, e contém duas cadeias antiparalelas de quitosano, sem presenca de moléculas de
agua (Rinaudo 2006).

A quitina encontra-se na natureza sob a forma de microfibrilas cristalinas ordenadas que
formam a componente estrutural do exoesqueleto dos artropodes e da parede celular dos fungos e
leveduras. As suas diversas formas morfoldgicas diferem no empacotamento e polaridade das
cadeias adjacentes em sucessivos planos. Na [-quitina todas as cadeias estdo alinhadas
paralelamente, o que ndo acontece na a-quitina, estando a ordem molecular dependente das
caracteristicas e funcdo fisica do tecido que a integra. Existem, contudo, tecidos onde estas duas
estruturas coexistem através de ligacGes de hidrogénio entre os diferente planos, distribuindo-os em

arranjos antiparalelos (Pillai, Paul and Sharma 2009).

1.5.2. Propriedades Fisicas, Mecanicas e Quimicas

A estrutura semi-cristalina da quitina, com ligacGes de hidrogénio extensas, conferem a este
polimero insolubilidade e alta densidade. Parametros como a concentracdo de polimero, pH da
solugdo, concentragdo idnica, temperatura, grau de acetilagdo e peso molecular influenciam o
processo de dissolugdo e a viscosidade.

Tanto o quitosano como a quitina podem ser modificados quimicamente para introduzir
propriedades e funcbes bioldgicas desejadas. A presenca de dois grupos hidréxilo permite alcancar
diferentes solubilidades e proporcionar reac¢Ges como eterificacdo, esterificacdo, copolimerizagdo e
de reticulacdo (cross-linking). Os grupos amina possibilitam reac¢des como a acetilagdo,
guaternizagdo, reac¢des com aldeidos e cetonas, alquilagdo e a complexacdo de metais. Estes tipos
de alteragGes quimicas permitem atingir propriedades anti-bacterianas, anti-fungicas, anti-virais,
anti-acidas, anti-ulcerosas, ou ainda propriedades de ndo toxicidade, ndo alergénicas,
biocompatibilidade e biodegradabilidade totais.

Como a quitina revela problemas de tratamento e solubilidade, o CS tem conhecido maior
desenvolvimento. Consequentemente, tém sido produzidos um maior nimero de derivados do

guitosano com novas propriedades e funcgées.

1.5.3. Propriedades do Quitosano como Biomaterial

O quitosano é usado para preparar hidrogéis, filmes, espumas e fibras, que sdo usadas na
area biomédica, devido a biocompatibilidade que este polimero revela. Como descrito

anteriormente, o quitosano é mais facilmente processado do que a quitina mas, por outro lado, a
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estabilidade dos materiais a base de CS é menor, sobretudo devido ao seu caracter hidrofilico e a sua
sensibilidade ao pH.

O CS possui um grande numero de propriedades que o tornam propicio para aplicagGes
médicas como por exemplo suturas cirurgicas, sistemas de libertacdo de drogas, scaffolds para
engenharia de tecidos de cartilagem articular, implantes dentarios, assim como implantes de pele
artificial. O seu possivel uso como filme torna-o apto para reconstrugdes dsseas, sendo o seu papel
de agente hidratante de vital importdncia para aplicagées em lentes de contacto corneais. Este
polimero conhece ainda areas de intervencdo na engenharia de tecidos, nomeadamente a nivel do
sistema nervoso, vasos sanguineos e érgaos como o figado.

O comportamento hidrofilico, com a presenga de grupos polares (-OH e —NH, ), permite a
formacdo de ligagdes secundarias com outros polimeros, tendo dai surgido o interesse da
investigacdo de outros sistemas como, por exemplo, o quitosano/poliamida, quitosano/celulose e
quitosano/PVP, que poderdo acrescentar outras capacidades aos produtos ja existentes (Pillai et al.

2009, Rinaudo 2006, Kim et al. 2004).
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1.6. COMPOSITOS DE POLIMERO/HIDROXIAPATITE

Actualmente, os materiais compdsitos de polimeros e hidroxiapatite sdo extensamente
estudados como materiais para a regeneracdo e/ou reconstrucdo do tecido ésseo. Este tipo de
compdsitos, constituidos por uma matriz polimérica que integra nano/micro ceramicos, consistem
em biomateriais especificos para implantes dsseos, com propriedades mecanicas e bioldgicas
apropriadas para cada tipo de aplicacdo médica. Estes materiais conjugam as vantagens dos
polimeros, como a estabilidade estrutural, a biocompatibilidade e a maleabilidade com as vantagens
dos ceramicos que se assemelham a composi¢do natural do osso.

Dentro do grupo dos materiais compdsitos de polimero e ceramico, a combinagdo polimero
com a HAp tem registado os melhores resultados no que se refere a regeneragdo déssea, muito
devido a semelhanga quimica que patenteia com a apatite natural do tecido ésseo. Com as
propriedades ja descritas no capitulo “Hidroxiapatite”, os compdsitos com incorporacdo de HAp

consentem uma ligacdo intrinseca com o osso, devido a bioactividade deste ceramico.

1.6.1. Caracterizacao dos Compadsitos de Polimero e Hidroxiapatite

Na producdo deste tipo de compdsitos existem dois factores a ter em conta: a adesdo
interfacial entre polimeros organicos e a HAp inorganica, e a dispersdo da HAp na matriz polimérica.
A falta de adesdo entre as particulas de hidroxiapatite e a matriz do polimero resulta na falha da
interface entre as duas fases e, por outro lado, uma dispersdao ndo uniforme na matriz pode resultar
em aglomerados ceramicos entre o polimero, traduzindo-se na perda de propriedades mecanicas.

Na procura de caracterizagdo destes materiais compdsitos, é usual fazer-se uma distingao,
usando a classificacdo dos biopolimeros, ou seja, compdsitos de polimeros ndo degraddveis e HAp e
compdsitos de polimeros biodegraddveis e HAp.

Os sistemas de polimeros ndo degradaveis e HAp sdo usados em tecidos que ndo sdo capazes
de se regenerar devido a uma grande perda da sua extensdo ou em pacientes mais idosos cuja taxa
de recuperacdo é mais demorada. Por outro lado, os sistemas de polimeros degradaveis e HAp tém
vindo a substituir os sistemas anteriores. Sdo encarados como suporte a auto-reparacao de tecidos
lesados servindo apenas de ajuda tempordria a regeneracdo. Actualmente existe ja um grande
conjunto de polimeros sintéticos e naturais degradaveis que podem ser utilizados na regeneracao de

tecidos 6sseos (Abe et al. 2010).
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1.6.2. O Compdsito Quitosano/Hidroxiapatite

A combinacdo do ceramico hidroxiapatite e do polimero quitosano tem demonstrado ser um
dos compésitos com melhores resultados no contacto com os sistemas biolégicos.

O quitosano, um polissacarideo que possui propriedades bioldgicas Unicas, combinado com a
hidroxiapatite, proporcionam um compdsito com capacidade osteogénica activa, apropriado para
implantes dsseos e para reparacdo/regeneracdo do tecido dsseo.

Existem na literatura descri¢cGes de varios trabalhos envolvendo estes dois biomateriais na
construcdo de scaffolds.

Wan, Khor e Hastings (Wan, Khor and Hastings 1997) investigaram as interac¢Ges entre a
quitina e espécies de calcio. A HAp era primeiramente dispersa na quitina produzindo-se um material
completamente integrado. Testes mecanicos patentearam a reducgdo da resisténcia a traccdo em
compdsitos com mais alto teor em ceramico. Por outro lado, a ductilidade do polimero manteve-se,
0 que torna este material favoravel para a interaccdo com o tecido dsseo, dada a sua maior
correspondéncia com as propriedades mecanicas do osso natural, que promovem uma maior
estabilidade ao implante.

Kong e colaboradores (Kong et al. 2006) estudaram a bioactividade de matrizes compdsitas
porosas de CS e nano-HAp, examinando a apatite que se forma a superficie das estruturas e a
actividade da cultura de pré-osteoblastos realizada nestas. Verificaram que houve formacdo de HAp
carbonatada e aumento da quantidade de apatite nas matrizes. Concluiram que existe uma maior
proliferacdo celular em matrizes compésitas de CS e HAp do que em matrizes de CS.

Ge e colaboradores (Ge et al. 2004) desenvolveram compdsitos de quitina e hidroxiapatite
utilizando proporgGes de 25, 50 e 75 % (p/p) de HAp incorporada em solugBes de quitina. Estes
materiais, quando expostos a culturas celulares e implantados em cobaias (ratos) provaram ser nao
toxicos e degradaveis. A HAp presente potenciou a calcificacdo e acelerou a degradagdo da matriz de
quitina.

Zhao e colaboradores (Zhao et al. 2006) construiram matrizes biomiméticas tridimensionais
de quitosano, gelatina e HAp, e obtiveram composi¢Ges similares ao osso humano, com controlo da
porosidade e densidade da matriz. ObservacOes realizadas em SEM e por coloragdo imuno-
histoquimica indicaram a agregacdo e proliferacdo dos osteoblastos nas estruturas tridimensionais,
funcionando a HAp mais uma vez como promotor da adesao celular.

Hu e colaboradores (Hu et al. 2004) estudaram o problema da resisténcia mecanica dos
compositos de CS com HAp. A construcdo de matrizes compdsitas com multiplas camadas, levando a
uma estrutura de elevada resisténcia e mddulo de elasticidade, é sugerida como uma possivel
aplicacdo para a fixagdo interna de extensas fracturas de ossos.

Murugan e Ramakrishma (Murugan and Ramakrishna 2004) demonstraram a possibilidade
de elaboracdo deste tipo de compdsito através de um método quimico por via hiumida a baixa
temperatura. Produziram uma pasta compdsita de quitosano e nano hidroxiapatite capaz de evitar a

acumulagdo de aglomerados de ceramico e a rapida bioreabsorg¢do das particulas de HAp.
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1.7. TECNICAS DE PRODUCAO

1.7.1. SCAFFOLDS

Um “scaffold” consiste numa estrutura tridimensional artificial, construida com recurso aos
biomateriais, e que se assemelha a uma matriz extracelular, promovendo a adesdo, migracdo e
proliferacdo celular e a regeneracdo tridimensional de tecidos (figura 9). Esta estrutura tém que
possuir certas propriedades que proporcionem a migracdo celular e a diferenciacao celular, e guiem

o desenvolvimento e organizacdo do tecido para um estado maduro e saudavel (Shi 2006).
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FIG. 9 - SCAFFOLD PARA ENGENHARIA DE TECIDO DA CARTILAGEM (BRONZINO 2008).

Para isso é necessario desenvolver estas estruturas tendo em consideragdes factores como o
comportamento mecanico, arquitectura, degradacdo, propriedades superficiais, componentes
bioldgicas e, sobretudo, o tipo e o local do tecido a reparar/substituir.

As consideragGes de design para um scaffold sdo complexas, incluindo composicdo,
arquitectura dos poros, estrutura e propriedades mecanicas, propriedades superficiais,
biodegradibilidade, adicdo de factores de crescimento ou outros componentes bioldgicos. A
estrutura ndo necessita imperativamente de possuir todas as propriedades mecanicas idénticas ao
tecido lesado, sendo importante que apresente pelo menos rigidez e resisténcia mecanica inicial
suficiente, para funcionar como suporte de crescimento ésseo.

Os scaffolds podem ter diversas arquitecturas, desde estruturas porosas a estruturas mais
densas, estando a rigidez e mddulo de Young intimamente ligados com essas caracteristicas. A
interconectividade das estruturas porosas, bem como a orienta¢do e tamanho dos poros sao factores
importantes na construcdo do scaffold, tendo em conta a migracdo celular , o fornecimento de
nutrientes, a vascularizagdo e o desenvolvimento do tecido. A macro e micro estrutura sdo de grande
importancia uma vez que os scaffolds requerem uma forma externa definida e uma estrutura interna
porosa interconectada que proporcione a migragao e proliferacdo celular. A matriz deve ter a funcao
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de agir como local de adesdo para as células transplantadas, agir como espaco protector para
prevenir crescimento de tecido ndo desejado, agir como mediador de migracdo e crescimento celular
no interior e a superficie da estrutura, libertando moléculas soliveis como as hormonas e os factores

de crescimento. Na figura 10 podem observar-se dois exemplos de scaffolds utilizados para a

regeneracao da cartilagem.

FIG. 10 - REGENERAGAO DA CARTILAGEM POR MIGRAGAO DE CONDROCITOS. A, SCAFFOLD DE PEG/PBT PRODUZIDO POR

POROGEN LEACHING. B, SCAFFOLD DE PEG/PBT PRODUZIDO POR BIOPLOTTER (HOLLISTER 2005).
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FiG. 11 - ESQUEMAS DE FUNCIONAMENTO DE ALGUMAS TECNICAS DE PRODUCAO DE SCAFFOLDS (BRONZINO 2008).
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As matrizes tridimensionais formadas a base de fibras, que permitam o crescimento celular
no seu interior, podem ser produzidas através de métodos desenvolvidos pela industria téxtil e
modificados/especializados para aplicagdes em engenharia de tecidos. Dentro destes métodos
encontram-se a fiacdo assistida por campo eléctrico ou electrofiacdo (electrospinning), a fiacao
humida (wet spinning) e a fiacdo de polimeros termoplasticos (melt spinning).

Existem ja um grande numero de técnicas para a producdo de scaffolds tridimensionais, a
partir de materiais biodegradaveis e bioabsorviveis (figura 11). Podem-se destacar técnicas como
lixiviagdo porogénica, gas foaming e a separacdo de fase induzida termicamente (TIPS - thermal
induced phase separation).

O futuro passa por desenvolver técnicas que melhorem sobretudo a rapidez, a facilidade de
producdo e a garantia de que os produtos obtidos sdo inequivocamente eficientes para o fim

estabelecido (Bronzino 2008).

1.7.2 O PROCEDIMENTO SOL-GEL

Introdugdo a técnica

O método sol-gel, figura 12, tem-se destacado dentro dos processos de producdo de

ceramicos, nomeadamente da hidroxiapatite.
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F1G. 12 - METODO SOL-GEL (CENTEXBEL).
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Este método refere-se a um processo de obtencdo de materiais inorganicos ou hibridos
organico-inorganico com ocorréncia de reacges de hidrdlise e condensacdo do precursor para a
formacdo de particulas coloidais (sol) com consequente formagdo de uma rede tridimensional (gel)
resultante da agregacdo dessas mesmas particulas (Luz 2007).

O grande interesse nesta técnica centra-se na capacidade de desenvolver novos materiais
com grande controlo das diversas etapas do processo (Eshtiagh-Hosseini et al. 2007), resultando em
produtos de elevada homogeneidade, pureza e cristalinidade (Fathi and Hanifi 2007).

Existem diversos processos dentro do método sol-gel, desde os mais complicados que
requerem um controlo rigoroso e pH e temperaturas elevadas, a outros mais simples, rapidos,

seguros e facilmente controlaveis (Wang et al. 2005, Bezzi et al. 2003).

Etapas do sistema sol-gel

O método Sol-Gel de producdo de ceramicos pode ser descrito por cinco grandes etapas:

formacdo da solucdo inicial (sol) , formacdo do gel, envelhecimento, secagem e densificacao.

Formacgdo da solugdo inicial/sol

A solucdo inicial pode ser preparada como uma composi¢ao variada de compostos metalo-
organicos, polimeros e solugdes idnicas. Para a obtencdo de materiais ceramicos podem ser
utilizados oxidos, nitretos, carbonetos ou sulfetos de metais. Apesar da diversidade de solugGes
precursoras, o sol consiste numa suspensdo coloidal cuja fase dispersa é constituida por particulas

entre 1 nm e 1000 nm, que possuem forcas gravitacionais desprezaveis (Franco 2009).

Formagao do gel

O gel consiste numa rede porosa sélida tridimensional. Resulta de uma agregacdo com
origem no sol, com base em particulas coloidas (gel coloidal) ou em cadeias poliméricas (gel
polimérico), em que se forma uma rede rigida que integra solvente nos seus intersticios (Luz 2007).
Quando o sol perde a sua homogeneidade e se torna instavel, por reac¢bes quimicas entre os
precursores, por mudangas quimicas na solugdo ou por evaporacgdo do solvente, passa por um ponto
de transicdo entre estados (ponto gel) acompanhado por aumento da viscosidade da mistura (Wright
2001). O gel coloidal tem por base a agregacdo de particulas, por alteracdo das condigdes fisico-
guimicas da suspensdo. O gel polimérico surge com a formacdo de estruturas tridimensionais com
base em ligacGes covalentes de cadeias poliméricas lineares. As reac¢des incompletas na etapa de

gelificacdo sdo completadas durante o envelhecimento (Franco 2009).

Producdo de Microfibras Compésitas de Quitosano e Hidroxiapatite pela Técnica de Fiagdo Himida | 28



Introdugao Tedrica

Envelhecimento

Esta fase caracteriza-se pela evaporacdo do solvente que ainda se encontra no interior do
gel. Ocorre geralmente hidrdlise que quebra algumas cadeias e reduz o peso molecular médio. As
propriedades fisicas podem também ser alteradas através de polimerizacdo, espessamento ou

transformacGes de fase.

Secagem

O processo de secagem consiste na remocdo de solvente do gel, o que provoca contracgdo
do material. Geralmente originam-se aerogéis (com a extraccdo do solvente) ou xerogéis
(evaporacdo natural do solvente), sendo possivel outros tipos de microestruturas. Na secagem, o gel
contrai proporcionalmente ao volume de liquido que é extraido/evaporado, permanecendo a
interface liquido vapor na superficie exterior do ceramico. O material fica progressivamente mais
rigido enquanto o solvente que se encontra no interior diminui e os poros superficiais do gel sdo
invadidos pelo ar. A continua entrada de ar na estrutura faz com que um filme liquido com fluxo
continuo seja enviado para o exterior, continuando a evaporacdo a acontecer a superficie.

Simultaneamente, ocorre difusdo do vapor para o exterior (Franco 2009).

Densificacao

A densificacdo ou sinterizagdo consiste num processo, impulsionado pela energia interfacial,
em que o material se desloca num fluxo viscoso ou por difusdo em cristais. Como os géis sdo
amorfos, o mecanismo dominante de densificacao é o fluxo viscoso, que é um processo mais rapido
gue a difusdo em cristais.

Durante o tratamento térmico ocorrem processos de desidroxilagcdo estrutural que fazem
com que um aquecimento mais rapido provoque uma densificacdo a temperatura mais baixa. O
aumento da temperatura leva a uma perda tendencial de peso devido a degradacdo da estrutura
(Weng and Baptista 1998). Nos géis, as baixas temperaturas (~150°C) permitem a perda de solvente
normalmente constituido por agua adsorvida fisicamente e moléculas com ligacGes fracas. A
temperaturas acima dos 250°C ocorre pirdlise com consequente decomposicdo da rede molecular,
ou seja ocorre ruptura da estrutura molecular original por ac¢do do calor, com libertacdo de
compostos volateis e diminuicdo de peso. Para valores de temperatura superiores a 800°C os

residuos organicos sdao removidos por descarbonacgdo (Luz 2007).
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Vantagens e desvantagens

O método sol-gel é uma opgdo emergente no que se refere a preparacao de revestimentos
muito devido ao grande controlo da morfologia de revestimento, da quimica, da estrutura e a
simplicidade da técnica. A utilizacdo de diversas vias quimicas e a possibilidade de combinagdo de
compostos organicos e inorganicos sdo caracteristicas desta técnica que permite producdo de
particulas a escala nano, possui enorme flexibilidade na producdo de pds nanocristalinos, filmes finos
e solidos monoliticos amorfos e permite um grande controlo de composicdo, da porosidade e
cristalinidade (Weng and Baptista 1998, Wang et al. 2005). Na producdo de HAp, a técnica sol-gel
evidencia-se ainda com o aumento da homogeneidade e micro-estrutura uniforme de granulacao
fina (Kim and Kumta 2004, Bogdanoviciene et al. 2006).

As recentes técnicas aliam as propriedades anteriores, a capacidade de sintese a baixa
temperatura, a rapidez de processo e o baixo custo, tornando a adopg¢do deste método muito

vantajosa.
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1.7.3 FIACAO HUMIDA

Introdugdo a técnica

A técnica de fiagdo humida (wet spinning) consiste num processo de extrusdo e precipitacao
com a finalidade de produzir fibras, normalmente de polimeros que precisam de ser dissolvidos
previamente para poderem ser fiados.

Geralmente este processo continuo envolve as etapas de preparagdo do polimero, passagem
no banho de coagulagdo, passagem no banho de secagem e recolha final no colector, mas varias
etapas intermédias podem ser introduzidas como por exemplo a lavagem, estiramento e tingimento

(Knaul et al. 1998). A figura 13 ilustra um dos possiveis processos da técnica.

chitosan winder
ler#1 o
i !/l roller #2
{
/ |
syringe l}
| spinneret f <
| 5—»--_--"“_-7/_\ | /
¢ coagulation \ [ drying /
y
bath / \ é bath |

FIG. 13 - ESQUEMA USUAL DO PROCESSO DE FIAGCAO HUMIDA (KNAUL ET AL. 1998).

Etapas do sistema de wet spinning

Preparacao do polimero

Os polimeros apresentam-se normalmente na sua forma bruta (sélido), tipicamente sob a
forma de pds, flocos, granulos ou blocos. Assim, para poder ser fiado, precisa de ser dissolvido para
formar uma solugdo mais ou menos viscosa (dependendo do grau de dissolu¢do). Posteriormente a
solugdo polimérica é introduzida no sistema de fiacdo, tipicamente uma seringa, colocada numa
bomba infusora, que vai libertando solucdo gradualmente para o exterior.

A estrutura dos filamentos é condicionada pelo tipo de solugcdo utilizada assim como

tamanho e forma do orificio pelo qual a solugdo é extraida(Hirano 2001).
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Banho de Coagulagdo

A medida que a solugdo vai sendo expelida através do injector, entra em contacto com o
primeiro banho, o banho de coagulagdo, que causa a precipitacdo da solugdo polimérica em fibras de
polimero. No caso de ser utilizada uma solucdo de quitosano, o banho de coagulagdo consiste num
banho com alto teor em i6es OH ", ou seja, um banho com altos valores de pH, no qual o polimero
previamente dissolvido em acido precipita sob a forma cilindrica (no caso do sistema de fiacdo

constituido pela seringa). E usado normalmente o NaOH .

Banho de Lavagem

Este banho pode ser introduzido como forma de lavar as fibras retirando-lhes um potencial
excesso de coagulante. Banho constituido essencialmente por agua, podendo também conter uma

pequena percentagem de banho de secagem.

Banho de Secagem

A passagem das fibras poliméricas por um banho de secagem, constituido normalmente por
um solvente organico, permite a remocdo de agua do precipitado polimérico, promovendo assim a
sua secagem. Este passo é importante para prevenir que os filamentos se colem uns aos outros na
etapa de recolha e assim se encontrem bem individualizados. Genericamente, sdo usados como
banho de secagem a acetona, metanol, etanol, isopropanol e/ou banhos mistos destes solventes

(Knaul et al. 1998).

Colector

O colector consiste geralmente num rolo no qual os filamentos sdo depositados
continuamente. Dependendo da velocidade de rotagdo do rolo e da velocidade de saida da solugao

polimérica do injector, as fibras podem ser mais ou menos estiradas.
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2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1. PRODUGAO DE HIDROXIAPATITE PELO METODO SOL-GEL

Na producdo de hidroxiapatite foi utilizado um método sol-gel baseado nos trabalhos de
Wang Feng e colaboradores (Wang et al. 2005) e Fathi e Hanifi (Fathi and Hanifi 2007), com a
introducdo de algumas alteracdes. Este método decorre sem controlo de pH, sem agitacdo

turbulenta e sem utilizacdo de catalisadores.

* Reagentes:

Foram utilizados os precursores de calcio e de fosforo numa razdo molar de Ca/P=1,67. Estes

reagentes foram dissolvidos em etanol.

= Nitrato de calcio tetra-hidratado: Ca(NO,), 4H,O, Panreac pureza=p.a - ASC
= Pentoxido de fésforo: P,O, Sigma-Aldrich pureza=p.a ASC>98%

= Etanol absoluto: CH,CH,OH, Panreac pureza=p.a —99,5%

* Técnica Experimental:

1. Dissolveram-se 7,10g de pentdxido de fésforo num volume parcial de 100ml de
etanol. Como a reacgdo entre o etanol e o pentdxido de fosforo é exotérmica com
consequente libertacdo de vapores toxicos, verteu-se o solvente lentamente. Os
vapores sdo originados pelo acido ortofosférico na forma gasosa resultante da
reaccdo entre as moléculas de agua do etanol ndo anidro e o pentdxido de fosforo;

2. Colocou-se a solugdo sob agitacdo até a dissolucdo do soluto;

w

Dissolveram-se 39,47g de nitratro de calcio tetra-hidratado num volume parcial de
100ml de etanol;

Colocou-se a solugdo sob agitacdo até a dissolugdo do soluto;

Adicionou-se a solugdo precursora de calcio a solugdo precursora de fésforo;

Efectuou-se o envelhecimento da mistura durante 10 a 15 minutos sob agitacao;

N o v &

Colocou-se a mistura em banho de glicerina durante 25 a 45 minutos entre 90°C e
110°C. Com este processo a solugdo adquire consisténcia gelatinosa, com aumento

de volume e viscosidade;
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10.

11.

12.

Seguidamente, a mistura é colocada numa estufa a 80°C durante 24h. O solvente
remanescente evapora, obtendo-se um gel seco;

O gel foi sinterizado a uma taxa de 2°C/min até se atingir 350°C. Permaneceu 2h
neste patamar e posteriormente foi sinterizado a uma taxa de 10°C/min até se
atingir 750°C. Permaneceu 30 minutos neste patamar. A sinterizacdo levou a
formacdo de pds e agregados sélidos de HAp;

Os p0s e agregados solidos sinterizados foram seguidamente esmagados com recurso
a um pildo e almofariz, para homogeneizar e obter pds de dimensao reduzida;
Seleccionaram-se os pds com didametros inferiores a 100 um com o recurso a um
peneiro;

Posteriormente analisaram-se os pos de HAp utilizando o software Imagel e as
imagens obtidas por TEM. Esta anadlise encontra-se descrita no subcapitulo “Pds de

hidroxiapatite” do capitulo “ Resultados e Discussao”.
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2.2. PRODUCAO DAS FIBRAS DE CS E HAP POR FIACAO HUMIDA

As fibras de quitosano e hidroxiapatite foram produzidas pelo método de fiacdo humida.
Neste processo estiveram envolvidas as etapas de coagulagdo, lavagem e secagem. Foram
produzidos varios tipos de solucGes consoante a utilizacdo final. Para os ensaios de caracterizacdo
mecanica e observagdo por microscopio electrénico de varrimento, foram produzidas fibras de CS
com 0%, 5%, 10%, 15% e 20% de HAp. Para a producdo de scaffolds foram produzidas fibras de CS
com 0%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% de HAp.

2.2.1. Preparagao das Solugdes de CS e HAp

Foram preparadas solug¢bes de quitosano com diversas quantidades de hidroxiapatite numa

relacdo p/p (figura 14). O polimero foi dissolvido numa solu¢do aquosa de acido acético a 2%.

* Materiais:

= Quitosano (CS) : Sigma Aldrich, low molecular weight, DD=91,8%, ref.
448869-250G, lote 06720AE.

= Acido Acético glacial: CH;COOH , Panreac p.a.=99,7%.

= Agua destilada: Auchan, pH=5-7.

* Procedimento:

1. Preparou-se acido acético a 10% com a diluicdao de 10 ml de 4cido acético

glacial em 90 ml de 4gua destilada;

F1G. 14 - SOLUCOES DE CS E HAP (5%, 10%, 15% E 20% DE HAP EM P/P).

2. Adicionaram-se 0,4g de CS e as respectivas quantidades de HAp em

relagdo p/p;
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3. Suspendeu-se a mistura com a adicdo de 7,68g de agua destilada e
manteve-se a solucdo em agitacdo durante 10 a 15 minutos;

4. Adicionou-se 1,92g de acido acético a 10% e manteve-se a solugdo sob
agitacdo durante 24h, para garantir uma perfeita homogeneizacdo (a
adicdo de 1,92g 4cido acético a 10% apds a adicdo de 7,68 g de agua

destilada equivale a adigdo de 9,6 g de acido acético a 2%).

2.2.2. Constituicdao dos Banhos:

Banhos de Coagulacao:

Foram preparados 3 tipos de banhos de coagulagdo: (1) NaOH 100%, (2) NaOH 70% e Etanol
30%, e (3) NaOH 70% e Metanol 30%.

* Materiais:
= Hidroxio de Sédio: NaOH, EKA, lote 190609.
= Agua destilada: Auchan, pH=5-7.
= Etanol absoluto: CH,CH,OH, Panreac p.a. 99,5%.
= Metanol: CH,OH, Valente e Ribeiro Lda.
* Procedimento:
= Preparou-se uma solugdo de NaOH 1M através da dissolugdo de
40g de NaOH em 1000 ml de agua destilada.

= Prepararam-se banhos de coagulacdo de 500 ml dos tipos 1,2 e 3.

Banhos de Secagem:

Foram preparados 2 tipos de banhos de secagem: (1) Etanol 100% e (2) Metanol 100%.

* Materiais:
= Etanol absoluto: CH,CH,OH, Panreac p.a. 99,5%.

= Metanol: CH,OH, Valente e Ribeiro Lda.

Banhos de Lavagem:

Foram preparados banhos de lavagem de agua destilada.
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2.2.3. Montagem Experimental

Para a producdo de fibras de quitosano e hidroxiapatite por fiacdo humida foi utilizado o

esquema de montagem da figura 15, com o seguinte material:

¢ Seringa de 10 ml de volume e 13,74 mm de diametro interno (1);

¢ Agulha curva de calibre 22, com didametro interno 0,406 mm e diametro externo
0,7176 mm (2);

* Bomba infusora— New Era Pump Systems Inc. ( 3) ;

* Recipiente paralelepipédico de 40 cm x 15 cm x 3 cm, e respectivos banhos de
coagulagdo (4);

* Rolo cilindrico de teflon de 6 cm de diametro e 6 cm de comprimento (5);

* Motor de ligacdo da Fonte DC ao eixo de rotacdo do rolo (6);

* Fonte DC— Agilent US001A -> Agilent Technologies (7);

* Tacas cilindricas com respectivos banhos de secagem;

FIG. 15 — ESQUEMA TRIDIMENSIONAL DA MONTAGEM EXPERIMENTAL.
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2.2.4. Técnica Experimental

O procedimento experimental utilizado para produzir as fibras compdsitas de CS e HAp pode

ser descrito pelas seguintes etapas:

1. A solucdo de quitosano e hidroxiapatite previamente preparada foi introduzida na
seringa, e esta foi colocada na bomba infusora;

2. Na bomba seleccionou-se a velocidade de 20 ml/h e o didmetro de 13,74 mm;

3. Depositou-se o banho de coagulacdo na taca (banho do tipo 1, 2 ou 3) até cobrir a
agulha colocada na extremidade da seringa (figura 16). E necessdario garantir que a

solugdo entra em contacto com o banho de coagulagdo imediatamente a saida da

seringa;

FIG. 16 - FOTOGRAFIA DA MONTAGEM EXPERIMENTAL.

4. O rolo de teflon foi colocado a 22 cm de distancia da ponta agulha, em contacto com
o banho, e ligou-se o seu eixo ao motor de rotacao;

5. Estabeleceu-se o valor de 1,95 V fornecidos pela fonte DC, conferindo as rotagGes
necessarias ao rolo, para que a velocidade de recolha das fibras seja 1,5 vezes
superior a velocidade de saida da solugdo da seringa (Anexo C);

6. Estando todas as condi¢Ges reunidas da-se inicio ao processo ligando a bomba
infusora;

7. Inicialmente, com a saida das primeiras porg¢des de solugdo é necessario orientar a
fibra em direc¢do ao rolo. Com ajuda de uma pinga puxou-se a ponta da fibra na

direccdo do enrolamento e a partir daqui o processo tornou-se automatico. As fibras
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permanecem cerca de 4 a 5 segundos mergulhadas na solugcdo de coagulacdo,
entrando em contacto posterior com esta a medida que a rotagao do rolo o implica;
8. 0O processo terminou com a saida total da solugdo da seringa e a recolha das fibras
no rolo. Posteriormente, retirou-se o rolo do eixo e mergulhou-se numa tagca com
200 ml do banho de secagem. Com a ajuda de uma pinga arrastaram-se as fibras ao
longo da superficie do rolo, deslocando-as deste para o banho de secagem, e

retirando o rolo do banho, figura 17;

FIG. 17 - FIBRAS DE CS + 15% HAP NO BANHO DE SECAGEM APOS TEREM SIDO RETIRADAS DO ROLO DE TEFLON.

9. Realizaram-se diferentes experiéncias tendo em vista o estudo do comportamento
mecanico. No primeiro tipo de experiéncias as fibras permaneceram cerca de 30
minutos dentro dos banhos de secagem e no segundo tipo permaneceram 72h;

10. Para a producdo de scaffodls, apdés a montagem das fibras no molde estas foram

introduzidas em banhos de lavagem sucessivos.

No total foram produzidos varios tipos de fibras com diferentes finalidades. Para a
caracterizacdo mecanica foram produzidas duas classes de fibras em que o banho de coagulacdo era
constituido 100% por NaOH e o banho de secagem 100% por etanol ou metanol, e duas classes de
fibras em que o banho de coagulagdo era constituido por 70% NaOH e 30% de etanol no caso do
banho de secagem ser 100% etanol, ou 30% metanol no caso do banho de secagem ser metanol. Na

tabela 5 encontra-se a classificacdo dos varios tipos de fibras produzidos.
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TABELA 5 — CLASSIFICAGAO DAS FIBRAS DE CS E HAP PRODUZIDAS.

Composicdo Banho de Coagulagao Banho de Secagem Designagao

Para a producdo de scaffolds e apds as conclusdes retiradas com a andlise morfolégica e
caracterizagdo mecanica, foram produzidas fibras cujo banho de coagulacdo é constituido por 70%
NaOH e 30% Metanol e o banho de secagem constituido por 100% Metanol. Na tabela 6 podem ser

conferidas as designagdes atribuidas para cada tipo de scaffold.
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TABELA 6 — CLASSIFICAGAO DOS SCAFFOLDS DE CS E HA PRODUZIDOS.

Composigdo Banho de Coagulagdo Banho de Secagem Designagdo
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2.3. PRODUCAO DE SCAFFOLDS DE FIBRAS DE CS E HAP

Apds a producdo de fibras de quitosano e hidroxiapatite foram construidos protétipos de

possiveis implantes com a elaboracdo de scaffolds tridimensionais de fibras. Foram produzidos seis

tipos de scaffolds consoante a composicdo em HAp (0%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% em p/p). Para

isso foram usados moldes como os da figura 18 para suporte da estrutura de fibras.

FIG. 18 - IMAGENS DOS MOLDES USADOS PARA PRODUGAO DOS SCAFFOLDS DE FIBRAS DE CS/HAP.

Os moldes utilizados sdo constituidos por uma placa base e quatro segmentos de dez pinos

metalicos dispostos perpendicularmente a placa e paralelamente dois a dois. O objectivo de

utilizacdo dos moldes foi a producdo de uma malha de fibras composta por varias fiadas.

* Técnica Experimental:

1.

Retiraram-se pequenas porg¢des de fibras de CS/HAp, ainda no banho de
secagem, e com as fibras hidratadas teceram-se varias camadas no molde;
Escolhendo como ponto de partida o 12 pino do grupo 1 do molde, foi
estabelecido um né com a fibra e esta foi disposta paralelamente ao grupo 2 e
em direc¢do ao 12 pino do grupo 3, contornando-o e voltando em direcgdo ao
grupo 1 e para o 22 pino metdlico;

Este processo foi repetido até todos os pinos do grupo 1 e grupo 3 estarem
ligados com fibras. O mesmo processo foi utilizado para ligar os grupos 2 e 4;
Para diminuir os espacos intersticiais existentes na pré-estrutura produzida,
teceram-se outros estratos adoptando outro tipo de técnica. Ndo existindo uma

forma ideal de elaborar cada fiada, o método adoptado consistiu em ligar o 19,
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52 e 102 pino metalico de cada grupo, a todos os pinos do grupo na face oposta,
dispondo as fibras na diagonal em comparacdo com os estratos previamente
estabelecidos;

5. Este processo foi realizado até se obter uma estrutura tridimensional

consideravel, como por exemplo a da figura 19;

L X=X ¥ ¥ ¥. N ¥.¥ 9§

FIG. 19 — IMAGENS DO SCAFFOLD DE FIBRAS DE QUITOSANO COM 30% DE HIDROXIAPATITE.

6. Posteriormente, os moldes contendo as fibras foram inseridos em 3 banhos
sucessivos de agua destilada, com a duracdo de 15 minutos, 1 hora e 1 hora
respectivamente, com o objectivo de neutralizar as fibras, aproximando-as do pH
fisiologico. Esta etapa foi introduzida apds os resultados dos testes de toxicidade
terem revelado que o pH excessivo foi causador de morte celular;

7. Para conferir uma maior dureza e estabilidade a estrutura foi aplicado gel de
cianocrilato, estabelecendo contacto entre as varias camadas de fibras nas
extremidades do scaffold. Um segundo teste de toxicidade comprovou que o gel
atribuia toxicidade as matrizes, pelo que se abandonou a utilizacdo deste.
Adoptou-se entdo a aplicagdo de uma solucdo de CS a 6% para promover a
viabilidade celular e, simultaneamente, conferir a estabilidade desejada a

estrutura.
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2.4. ENSAIOS DE CARACTERIZACAO

Para caracterizar as fibras produzidas por fiacdo humida realizaram-se analises morfoldgicas
e ensaios mecanicos. Posteriormente, apds a construcdo dos scaffolds de fibras realizou-se analise

morfoldgica e analise citotdxica.

2.4.1. Medicao de Diametros e Ensaios de Trac¢ao

Para efectuar este tipo de caracterizagdo, as fibras sofreram primeiramente um tratamento
de secagem ao ar sob tensdo. Esta secagem consistiu em cortar por¢Ges de aproximadamente 25 cm
de comprimento de cada tipo de fibras e coloca-las sobre papel de acetato, fixando-as nas pontas
com recurso a fita-cola. Realizaram-se dois tipos de estudos: fibras colocadas a secar ao ar 30
minutos depois de introduzidas no banho de secagem (figura 20), e fibras colocadas a secar ao ar

apos 72h de permanéncia no banho de secagem.

FIG. 20- IMAGENS DA SECAGEM DAS FIBRAS AO AR SOB TENSAO.

Diametros:

1. Cortaram-se 24 por¢Ges de aproximadamente 3 cm de comprimento de cada
tipo de fibras;

2. Através da utilizacdo de uma craveira digital (Mitutoyo, 0-25 mm 0.001 mm)
mediu-se o didametro de cada porgdo de fibra;

3. Guardaram-se as amostras de 3 cm para posterior utilizagdo nos ensaios de

tracgao.
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Ensaios de tracgdo:

Com recurso a uma maquina de trac¢ao, com célula de carga de 20 N, operavel através do

software “Minimat”, realizaram-se os ensaios de tracg¢ao.

1. As porgdes de 3 cm de comprimento previamente analisadas foram colocadas e
presas com as garras;

2. Recorrendo ao programa “Minimat” efectuaram-se os ensaios de tracgao.

Minimat Control Software
Version 1.60 February 1994
(c) P.L. Thermal Science 1984-94

Reometric Scientific Ltd.

FIG. 21 — MAQUINA DE TRACCAO UTILIZADA NOS ENSAIOS.

2.4.2. Culturas Celulares e Testes Citotoxicos

Utilizando os scaffolds produzidos realizaram-se testes de citotoxicidade e culturas celulares
numa tentativa de aferir a qualidade das fibras enquanto estrutura de viabilidade celular. Este
procedimento foi realizado no campus do INETI, em colaboragdo com a Dr. Sofia Prata, Bidloga da
empresa de ceramicos médicos CERAMED, nos laboratdérios da UTPAM do IHMT-UNL, gentilmente
cedidos pelo Dr. Carlos Novo.

Para este procedimento foi necessario uma preparacdo prévia da linha celular SA-0S2
(osteoblastos), multiplicados em meio de cultura a partir de uma aliquota congelada. Todas as
operagdes envolvidas no manuseamento das células e respectivos meios foram realizadas em
condicgGes de assepsia, com material estéril e em camara de fluxo laminar.

Pode-se descrever o procedimento utilizado pelas seguintes etapas:

1. Os scaffolds foram cortados em pequenas amostras para posterior utilizacdo nos testes
de citotoxicidade e culturas celulares;
2. Todas as amostras foram esterilizadas em etanol durante um periodo aproximado de 3

horas, com posterior secagem durante 24 horas na camara de fluxo;
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3. Removeu-se o meio de cultura do frasco que continha os osteoblastos previamente
preparados e adicionou-se PBS para lavar as células;

4. Adicionou-se tripsina para hidrolisar as proteinas dos osteoblastos responsaveis pela
aderéncia as paredes do frasco;

5. Posteriormente colocou-se o recipiente contendo as células numa estufa (Heraeus
HERAcell 240) durante 5 minutos a 37°C e 5% de CO,;

6. ApOs retirado da estufa, adicionou-se soro fetal bovino (a 15 %), o que inactivou a
tripsina;

7. Em seguida, a solucdo foi transferida para falcons, e estes foram centrifugados durante 8
minutos (Centrifugadora — Centurion, Scientific Ltd, C2012). Retirou-se o sobrenadante e
ressuspendeu-se o pellet em meio de cultura;

8. Para saber a quantidade de meio de cultura a usar, procedeu-se a contagem de células
com recurso a um hematocitdmetro e posterior extrapolacdo dos valores seguindo a

equagao

N =n-10* x

em que N representa a concentracao de células por ml, n representa a contagem do
numero de células da grelha central, e x o factor de diluicdo. Para a realizacdo da
contagem utilizou-se o corante celular Trypan blue e uma placa Bright Light Couting
Chamber 3100 (Houser Scientific Company). Sabendo entdo a concentracdo, foi possivel
chegar ao volume a utilizar;

9. Retiraram-se 10 ml do pellet que foram introduzidos em novos falcons juntamente com
40 ml de meio completo (meio de cultura e 15% de soro fetal bovino);

10. Para as culturas celulares utilizaram-se 12 amostras correspondentes aos 6 scaffolds
produzidos. Preencheram-se entdo 12 pocos de uma placa de cultura com as amostras e

com a solugdo preparada no ponto 9 (figura 22);

FI1G. 22 - POGO DE CULTURA COM UMA AMOSTRA DE SCAFFOLD DE FIBRAS DE CS cOM 30% DE HAP, E COM MEIO DE
CULTURA.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
19.

20.
21.

Introduziu-se a placa na estufa durante 24 horas a 37°C e 5% de CO,;

Finalizado o periodo de incubacgdo, adicionou-se glutaraldeido a cada um dos pocgos, o
gue provocou a morte celular e a fixacdo das células as amostras;

Para preparar as amostras para observacdo por SEM, retirou-se a fase liquida dos pogos
e lavaram-se com PBS. Em seguida desidrataram-se as amostras adicionando e retirando
solugdes de 70% , 80%, 90% e 100% de Etanol, por iguais periodos de 10 minutos;

Na realizagdo dos testes de citotoxicidade, seguiram-se as directrizes das normas /SO
10993 -5. Seleccionaram-se 3 amostras da matriz sem hidroxiapatite, 3 amostras da
matriz com 30% HAp e 3 amostras da matriz com 50% HAp, e colocaram-se em pogos de
cultura;

Adicionou-se a solucdo preparada no ponto 9 as amostras seleccionadas e colocou-se
ainda a solucdo preparada em 3 pocos sem conteudo, funcionando estes como o
“controlo positivo”;

Introduziu-se a placa de cultura na estufa onde permaneceu 24 horas a 37°C e 5% de
CO,;

Lavaram-se os pogos com PBS e adicionou-se 500 ul de MTT (tetrazolium 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2-5 diphenyl) a cada um. O método MTT permite avaliar a
viabilidade celular e a citotoxicidade do material a testar;

Posteriormente, incubou-se as amostras durante 3 horas a 37°C na estufa;

A metabolizacdo celular do MTT resultou na formacdo de sais que foram solubilizados
com a adicdo de HCl e Isopropanol. Os sais, que funcionam como um indicador
colorimétrico da viabilidade celular, apresentaram-se com cor purpura;

Retirou-se a fase liquida dos pocos e transferiu-se para uma placa celular de 96 pocos;

Os sais foram quantificados através da leitura da densidade éptica de 570 nm, com um
filtro de referéncia 655. Para esta leitura usou-se um leitor de placas Bio-Rad- Model

550.

2.4.3. Andlise Morfolégica (SEM)

A microscopia electrdnica de varrimento (SEM — Scanning Electronic Microscopy) foi a técnica

escolhida para a analise da morfologia superficial das amostras em estudo. Num SEM, um feixe de

electrbes, proveniente de um filamento de tungsténio aquecido, é acelerado e projectado contra a

amostra. A colisdo entre o feixe de electrdes e a amostra provoca a emissdo de electroes

secundarios, que sdo colectados por detectores especificos, transformados em sinal e

posteriormente em imagens.
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A preparacdo das amostras inclui a colocagdo destas num suporte proprio (disco metalico) e
a fixacdo a este através do uso de fita-cola de carbono dupla face, que para além do papel de fixacao
tem também a funcdo de estabelecer um contacto eléctrico entre a superficie do suporte e a
amostra a analisar. As amostras sdo posteriormente revestidas com uma fina camada de outro,
possibilitando um melhoramento no contraste da imagem e a diminuicdo da acumulag¢do de campos
electrostaticos.

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizado o equipamento Zeiss DSM-962 (do
CENIMAT/I3N). Foram realizados dois tipos de observacdes: observacdo da morfologia das fibras de
CS e HAp; observacao de porgdes dos scaffolds de CS e HAp apés culturas celulares. A observacdo das
fibras de CS e HAp consistiu na captacdo de imagens de 5 classes de fibras diferentes (0%, 5%, 10%,
15% 20% HAp (p/p)) nos seus diferentes banhos de coagulagdo e secagem. Por sua vez, a observagado
de porgdes de scaffolds inclui matrizes de fibras de CS e HAp de 6 classes (0%, 10%, 20%, 30%, 40% e
50% HAp (p/p)). Nos dois tipos de observagdo, o porta-amostras, com varias amostras, foi inserido no
interior da camara de observacdo do equipamento, sob vacuo, seguindo-se a visualizagdo das

amostras a diferentes amplia¢des.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. ANALISE MORFOLOGICA

3.1.1. Pés de Hidroxiapatite

Com o objectivo de identificar o tamanho dos graos da hidroxiapatite produzida, recorreu-se
a analise de imagens de TEM , através do software Imagel.

A microscopia electrénica de transmissdo (TEM) baseia-se no principio de transmissdo de um
feixe de electrGes através de uma amostra ultra fina. Este tipo de microscopia utiliza um canhdo de
ides como fonte de radiacdo para a obtencdo de uma imagem. Os electrGes sdo emitidos
termoionicamente por um filamento de tungsténio e a medida que interagem com o material forma-
se uma imagem, devido & menor ou maior absorcdo destes por parte da amostra. A TEM permite
obter imagens de alta resolugdo, constituindo-se como uma ferramenta muito precisa para métodos
de analise.

Para a observacdo do tamanho dos graos de HAp, utilizou-se o aparelho TEM Hitachi H-8100,
com a acoplagdo de um detector EDS para elementos leves da ThermNoran, do Instituto Superior
Técnico de Lisboa. Este aparelho possui ainda uma camara CCD para a aquisicdo de imagem
MegaView 1k X 1k. Na observacdo dos graos de HAp foi utilizada uma tensdo de aceleragdo de 200
kv.

2000 nm

F1G. 23 - IMAGENS DOS GRAOS DE HAP OBTIDAS POR TEM.
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Recorrendo ao software Image/ verificou-se a existéncia de uma vasta gama de diametros dos
graos de hidroxiapatite, muito devido a existéncia de agregados, figura 23. Tomando como
referéncia 5 amostras de menores dimensdes e 5 amostras de maiores dimensdes, conseguem-se
observar graos de HAp individualizados com diametros menores do que 100 nm, observando-se

ainda pequenos agregados com didametros menores do que 400 nm.

3.1.2. Fibras Compdsitas de Quitosano e Hidroxiapatite

Com recurso ao Microscopio Electrénico de Varrimento, observaram-se pequenas por¢oes
de fibras de quitosano e de fibras de quitosano com 5%, 10%, 15% e 20% HAp (p/p), figuras 24 a 33.

]

SkU Limm x 1000
CENIMAT HO

]

Z20vm Limm *x 1000 Z20vm J SkU Tmm
#O

HkyV SK
CENTHAT CENIMAT

FIG. 25 - IMAGENS SEM DAS FIBRAS CJ2E (A) E C]2M (B).
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FIG. 26 - IMAGENS SEM DAS FIBRAS CJ3E (A) E C]3M (B).
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FIG. 27 - IMAGENS SEM DAS FIBRAS CJ4E (A) E CJ4M (B).
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FIG. 28 - IMAGENS SEM DAS FIBRAS CJ5E (A) E C]5M (B).
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FIG. 29 - IMAGENS SEM DAS FIBRAS CJ6E (A) E CJ6M (B).
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FIG. 30 - IMAGENS SEM DAS FIBRAS CJ7E (A) E C]7M (B).
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FIG. 31 - IMAGENS SEM DAS FIBRAS CJ8E (A) E C]8M (B).
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F1G. 32 - IMAGENS SEM DAS FIBRAS CJ9E (A) E CJ]9M (B).

a
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FIG. 33 - IMAGENS SEM DAS FIBRAS CJ10E (A) E CJ10M (B).

As fibras de quitosano revelam uma grande homogeneidade estrutural apresentando-se sem
aparentes defeitos. A medida que a quantidade de hidroxiapatite aumenta, as fibras evidenciam uma
maior rugosidade. Nas imagens de SEM é visivel a perfeita integracdo da HAp nas fibras de CS, que
aprisionam este ceramico no seu interior.

Nas fibras que estiveram em banhos constituidos por metanol é perceptivel a existéncia de
uma zona mais achatada devido ao efeito de colagem que exibem quando em contacto com as folhas
de acetato, no processo de secagem ao ar sob tensdo. Contudo, este efeito desvanece com continuo
aumento da HAp na constitui¢do da fibra.

As fibras que estiveram em contacto com banhos de metanol ndo revelam uma diferenca
morfoldgica evidente que as distinga das fibras que estiverem em contacto com etanol. Estes
resultados sdo semelhantes aos resultados de Jonathan Knaul (Knaul et al. 1998) em que sdo
estudadas as influéncias de varios tipos de banhos de secagem, concluindo-se que o etanol e
metanol sdo eficazes na desidratacdo das fibras, pelo que estas revelam didmetros menores e

superficies morfologicamente lisas.
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3.1.3. Diametros das Fibras

Apresentam-se em seguida os graficos (1 a 4) elaborados a partir dos valores médios (em

mm) e respectivos desvios padrao, de cada classe de fibras, registados na tabela 7.

Diametros de fibras de Cs
0,095 -~
g #CS - CJ1Metanol
o 0,085 - B CS - CJ1Etanol
E ; T T ACS - CJ2Etanol
:F@ 0,075 - } L1 X CS - CJ2Metanol
° % I X CS+72h- CJ1Etanol
% 0,065 - I CS+72h - CJ1Metanol
0 2 4 6 8 10 - CJ2Metanol

GRAFICO 1 — DIAMETROS DE FIBRAS DE CS APOS 30 MIN E APOS 72H NO BANHO DE SECAGEM.

Diametros de fibras de Cs + 20% HAp

0,095 -~
E (S +20%Hap- CJ9Metanol
o 0,085 - % B CS +20%Hap- CJ9Etanol
(11
£ § * - A CS +20%Hap- CJ10Etanol
E 0,075 - ? T X CS +20%Hap - CJ10Metanol
° 1 X CS 20%Hap+72h- CJ9Etanol
S 0,065 - 1
< CS 20%Hap+72h - C]9Metanol
E 0,055 CS 20%Hap+72h - CJ10Etanol
[ 0 ) 4 6 8 1o~ CS20%+72h- CJ10Metanol

GRAFICO 2 - DIAMETROS DE FIBRAS DE CS + 20% HAP APOS 30 MIN E APOS 72H NO BANHO DE SECAGEM.
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Diametros de fibras de Cs e de Cs + 20% HAp

0,095
=
g @ (CS - CJ1Metanol
= 0,085 B CS - CJ1Etanol
£ I T
B T C I CS - CJ2Etanol
=
@ 0,075 } + 1 X CS - CJ2Metanol
=]
©n % J X CS+20%Hap- C]9Etanol
£ 0,065
s CS+20%Hap - CJ]9Metanol
<§ CS+20%Hap - CJ10Etanol
= 0,055
20%Hap - CJ10M 1
0 2 4 6 8 10 CS+20%Hap - CJ10Metano

GRAFICO 3 — DIAMETROS DE FIBRAS DE CS E DE FIBRAS DE CS +20%HAP, APOS 30 MIN NO BANHO DE SECAGEM.

Diametros de fibras de Cs e de Cs + 20%HAp

£ 0,095

g @ CS +72h - CJ1Metanol

5 0,085 B (S +72h- CJ1Etanol

S I CS +72h - CJ2Etanol

;é 0,075 i 1 I T X CS +72h - CJ2Metanol

§ 0,065 % I X CS+20%Hap 72h- CJ9Etanol

2 CS+20%Hap 72h - CJ9Metanol

§ 0,055 CS+20%Hap 72h - CJ10Etanol
0 2 4 6 8 10 CS+20%Hap 72h - CJ10Metanol

GRAFICO 4 - DIAMETROS DE FIBRAS DE CS E DE FIBRAS DE CS + 20% HAP, APOS 72H NO BANHO DE SECAGEM.

Analisando os graficos elaborados e os valores envolvidos nas medi¢Ges (Anexo A) pode-se
verificar a semelhanga entre os valores dos diametros das fibras de CS medidos 30 minutos e
medidos 72h apds terem sido introduzidos no banho de secagem (Grafico 1). Nas fibras de CS com
20% HAp verifica-se um ligeiro decréscimo dos valores médios de diametro quando o tempo de
permanéncia no banho de secagem aumenta (Grafico 2).

Embora aparentemente os resultados sejam ligeiramente diferentes, pode-se considerar que
nas fibras de quitosano assim como nas fibras de quitosano com 20% de hidroxiapatite incorporada,
o tempo de permanéncia no banho de secagem ndo é um factor relevante no didmetro das mesmas,
isto atendendo aos valores de desvio padrdo associados. Pode-se ainda concluir que a taxa de
precipitacdo do quitosano é suficientemente elevada para formar uma fibra perfeitamente
homogénea e por isso os valores dos diametros ndo sdao directamente influenciados pelos tempos
utilizados nos banhos de secagem. O diametro das fibras é condicionado, essencialmente, pelas

condicGes de produgdo (concentragdo da solucdo, caudal e estiramento).
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TABELA 7 — DIAMETROS DAS FIBRAS COMPOSITAS DE QUITOSANO E HIDROXIAPATITE.

Diametros das fibras compdésitas de quitosano e hidroxiapatite

- Valores Desvio Padrdo Desvio Padriao
Composi¢ao Classe L ..
médios (um) (um) (%)
CJ1 - Etanol 77 7 9
csS CJ1 - Metanol 73 4 6
g S0l CJ2 - Etanol 78 3 4
CJ2 - Metanol 68 4 7
CJ1 - Etanol 79 9 11
csS CJ1 - Metanol 75 4 5
aposiah CJ2 - Etanol 78 5 6
CJ2 - Metanol 68 5 7
CJ9 - Etanol 84 5 7
Cs
+ CJ9 - Metanol 80 3 3
0,
20 RlD CJ10 - Etanol 78 4 5
apos 30 min
CJ10 - Metanol 74 8 11
CJ9 - Etanol 83 6 7
Cs
+ CJ9 - Metanol 74 4 5
0,
2 IFAD CJ10 - Etanol 74 2 3
apos 72 h
CJ10 - Metanol 68 4 6

Comparando agora os valores médios dos diametros das fibras de CS e das fibras de CS com
20% HAp incorporada, pode-se verificar um aumento ligeiro de diametros quando o tempo de
estadia das fibras no banho de secagem é de aproximadamente 30 minutos (Grafico 3). Quando
analisamos as fibras 72h depois de terem sido introduzidas no banho, observa-se a semelhanca entre
valores.

Da observacdo dos graficos resulta que, regra geral, os menores didmetros correspondem a
fibras CJ “par” metanol, isto é, a fibras cujo banho de coagulagdo era constituido por 70% NaOH e
30% Metanol, e cujo banho de secagem era constituido por 100% Metanol. As fibras de maior
diametro correspondem a fibras CJ “impar” etanol, ou seja, a fibras com banho de coagulagdo

constituido por 100% NaOH e com banho de secagem de 100% Etanol.
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3.2. CARACTERIZACAO MECANICA

Na caracterizacdo das fibras foram utilizadas fibras de CS e fibras de CS com 20% HAp (p/p).
Foram realizados ensaios mecanicos a cada uma das classes de fibras, anteriormente designadas a
partir dos tipos de banho de coagulacdo e secagem envolvidos, e foram ainda distinguidos resultados

tendo em conta o tempo de permanéncia no banho de secagem.

3.2.1. Ensaios de Tracgao

Apresentam-se em seguida os graficos (5 a 8) elaborados a partir dos valores médios e
desvios padrdao dos Mddulos de Young, obtidos nos ensaios de traccdo. No Anexo B poderdo ser
encontrados os dados referentes a cada uma das classes de fibras produzidas assim como os critérios

de seleccdo utilizados.

Modulos de Young das fibras de Quitosano - CJ1 e C]J2
10,0
S 90 T
S
% 80
%D ! ‘ | @ CS - CJ1Metanol
S 70 1 = B CS - CJ1Etanol
3 1
) CS - CJ2Etanol
= 6,0
3 X CS - C]2Metanol
= 50 1
4,0 ; . . . .
0 1 2 Amostra 3 4 5

GRAFICO 5 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE CS TRATADAS COM DIFERENTES BANHOS, APOS 30 MIN DE PERMANENCIA
NO BANHO DE SECAGEM.
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Modulos de Young das fibras de Quitosano apdés 72h em banhos de
secagem - CJ1 e CJ2
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GRAFICO 6 — MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE CS TRATADAS COM DIFERENTES BANHOS , APOS 72H DE PERMANENCIA

NOS BANHOS DE SECAGEM.
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GRAFICO 7 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE CS + 20% HAP TRATADAS COM DIFERENTES BANHOS, APOS 30 MIN DE

PERMANENCIA NOS BANHOS DE SECAGEM
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9,0

8,0

7,0

Médulo de Young / GPa
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Moédulos de Young das fibras de Quitosano + 20% Hap ap6s 72h em
banhos de secagem - C]9 e CJ10
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-
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CS +20%Hap - CJ10Etanol
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GRAFICO 8 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE CS + 20% HAP TRATADAS COM DIFERENTES BANHOS, APOS 72H DE

PERMANENCIA NOS BANHOS DE SECAGEM.
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Na tabela 8 encontram-se os valores calculados dos médulos de Young das fibras de CS e HAp,
representados graficamente em cima.

Analisando os graficos, pode generalizar-se a diferenca de valores entre fibras com banhos de
secagem diferentes, isto é, os mddulos de elasticidade de fibras submersas em banhos de secagem
de metanol sdo superiores aos das fibras do mesmo tipo mergulhadas em banhos de secagem de
etanol. Também se verificam valores mais elevados de médulos de Young para fibras cujo banho de
coagulagdo é constituido por 70% NaOH e 30% de etanol ou metanol.

Atendendo agora ao tempo de estadia das fibras nos banhos de secagem, e considerando os
valores médios e respectivos desvios padrdo, verifica-se que ndo existe uma diferenca de valores
significativa entre fibras com 30 minutos de permanéncia e fibras com 72h de permanéncia. Esta
igualdade de valores vem de encontro a similaridade encontrada nos valores dos diametros das

fibras com diferentes tempos de banhos de secagem.

TABELA 8 — MODULO DE YOUNG DAS FIBRAS COMPOSITAS DE QUITOSANO E HIDROXIAPATITE.

Mddulos de Young das fibras compdsitas de quitosano e hidroxiapatite

Composicio Classe Valores Desvio Padrao Desvio Padrao
posi¢ médios (GPa) (GPa) (%)
CJ1 - Etanol 5,80 0,96 16,6
CS CJ1 - Metanol 7,30 0,71 9,8
apds 30 min CJ2 - Etanol 7,36 0,66 9,0
CJ2 - Metanol 8,29 1,07 12,9
CJ1 - Etanol 5,96 0,94 15,6
CS CJ1 - Metanol 8,13 0,85 10,5
apds 72h CJ2 - Etanol 7,57 1,19 15,7
CJ2 - Metanol 9,11 0,81 8,9
CJ9 - Etanol 5,71 0,92 16,2
CS
+ CJ9 - Metanol 6,79 0,52 7,7
20% HAp CJ10 - Etanol 7,09 0,61 8,7
apos 30 min
€J10 - Metanol 7,77 0,94 12,0
CJ9 - Etanol 7,17 0,98 13,7
CS
T CJ9 - Metanol 8,81 0,54 6,2
20% HAp CJ10 - Etanol 8,87 0,70 7,9
apos 72h
CJ10 - Metanol 8,90 0,84 9,5

Todos os valores registados revelam maddulos de Young na ordem dos GPa o que mostra por si
so0 a uniformidade das fibras produzidas, com bom arranjo e empacotamento molecular. Estes

valores vém de encontro aos registados por Qiaoling Hu e colaboradores (Hu et al. 2004), que no
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desenvolvimento de cilindros de CS/HAp, estudaram as suas propriedades mecéanicas registando
maodulos de dobragem de 3,4 GPa. Andrew Wan e colaboradores (Wan et al. 1997) registaram
também mddulos de elasticidade da ordem dos 4,25 GPa para compdsitos de CS e 10% HAp (p/p),
ocorrendo diminuicdo do mddulo com o aumento da massa de HAp no compdsito.

Pela apreciacdo dos valores de médulo de elasticidade registados e respectivos desvios padrao,
ndo se verifica um decréscimo evidente das propriedades mecédnicas com o aumento da presenca de
hidroxiapatite. Atendendo a incerteza associada, os mddulos de elasticidade sdo semelhantes para

fibras da mesma classe e com diferente concentracdo de HAp.

TABELA 9 — TENSAO DE RUPTURA DAS FIBRAS COMPOSITAS DE QUITOSANO E HIDROXIAPATITE.

Tensdo de ruptura das fibras compdsitas de quitosano e hidroxiapatite

Composicio Classe Valores Desvio Padriao
posi¢ médios (MPa) (MPa)
CJ1 - Etanol 89,2 9,0
cs CJ1 - Metanol 113,6 16,0
apossdimin CJ2 - Etanol 115,3 8,4
CJ2 - Metanol 134,6 13,4
CJ1 - Etanol 92,4 20,9
cs CJ1 - Metanol 131,3 13,5
ap6s 72h C)2 - Etanol 111,0 16,9
CJ2 - Metanol 150,4 16,0
CJ9 - Etanol 62,2 21,1
CS
+ CJ9 - Metanol 78,4 26,2
20 (Rl CJ10 - Etanol 85,8 15,0
apos 30 min
CJ10 - Metanol 102,0 19,2
CJ9 - Etanol 86,0 15,0
CS
+ CJ9 - Metanol 107,1 13,6
0,
IR CJ10 - Etanol 110,3 5,0
apos 72h
CJ10 - Metanol 117,3 8,4
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Tensao de ruptura das fibras de quitosano - CJ1 e CJ2
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GRAFICO 9 — TENSAO DE RUPTURA DAS FIBRAS DE CS TRATADAS COM DIFERENTES BANHOS, APOS 30 MIN DE PERMANENCIA

NOS BANHOS DE SECAGEM.
Tensao de ruptura das fibras de quitosano - CJ1 e CJ2
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GRAFICO 10 - TENSAO DE RUPTURA DAS FIBRAS DE CS TRATADAS COM DIFERENTES BANHOS, APOS 72H DE PERMANENCIA
NOS BANHOS DE SECAGEM.

Tensao de ruptura das fibras de quitosano - CJ9 e CJ10
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GRAFICO 11- TENSAO DE RUPTURA DAS FIBRAS DE CS + 20% HAP TRATADAS COM DIFERENTES BANHOS, APOS 30 MIN DE
PERMANENCIA NOS BANHOS DE SECAGEM.
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Tensao de ruptura das fibras de quitosano - C]9 e CJ10
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GRAFICO 12— TENSAO DE RUPTURA DAS FIBRAS DE CS + 20% HAP TRATADAS COM DIFERENTES BANHOS, APOS 72H DE
PERMANENCIA NOS BANHOS DE SECAGEM.

O decréscimo das propriedades mecanicas é perceptivel com a andlise dos valores da tensdo de
ruptura das fibras compdsitas (Tabela 9). Tal como nos valores de mddulo de elasticidade, a
influéncia do tempo de permanéncia nos banhos de secagem ndo é evidente, tendo sido registados
valores semelhantes. Por outro lado, com o aumento da concentracdo de HAP a tensdo de ruptura
diminui (ver graficos 9 a 12), mostrando a crescente fragilidade da fibra. Esta relacdo é explicada pela
fraca adesdo do ceramico ao polimero que levam a ocorréncia de quebras internas e naturalmente a
uma menor integridade estrutural das fibras, pelo que estas terdo tendéncia a fracturar a valores
mais baixos de tensdo aplicada.

Pela apreciacdo das tabelas e graficos anteriores, pode-se concluir que as fibras produzidas em
banhos de coagulagdo 70% NaOH e 30% metanol e banhos de secagem 100% metanol evidenciam
melhores propriedades mecanicas. Com base nesta conclusdo, produziram-se fibras com diferentes
concentracdes de HAp utilizando-se os banhos supra citados. Seguidamente apresentam-se os
graficos (13,14,15) dos mddulos de elasticidade, tensdes de ruptura e extensdes de ruptura das

fibras de quitosano com 0%, 10%, 20%, 30%, 40% e 50% (p/p) de hidroxiapatite incorporada.

Mddulos de Young das fibras das matrizes tridimensionais

10,0
g 9,0
&) -l— ®CS
~ 8,0
% l BCS + 10% HAp
2 70
S CS +20% HAp
S 60
2 T X CS +30% HAp
5 50
g ’ X CS +40% HAp
4,0 l CS + 50% HAp
3,0
0 1 2 3 4 5 6 7

Amostra
GRAFICO 13- MODULO DE YOUNG DAS FIBRAS UTILIZADAS PARA A PRODUCAO DE MATRIZES 3D.
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Tensao de ruptura das fibras das matrizes tridimensionais
160,0
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GRAFICO 14- TENSAO DE RUPTURA DAS FIBRAS UTILIZADAS PARA A PRODUCAO DE MATRIZES 3D.
Alongamento de ruptura das fibras das matrizes tridimensionais
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GRAFICO 15- ALONGAMENTO DE RUPTURA DAS FIBRAS UTILIZADAS PARA A PRODUCAO DE MATRIZES 3D.

A analise dos graficos 13 e 14 revela o decréscimo dos valores de mddulo de elasticidade e de
tensdo de ruptura com o aumento da concentracdo de hidroxiapatite presente nas fibras. Esta
relagdo vem de encontro a relagdo encontrada anteriormente entre as fibras de CS e as fibras de CS
com 20% HAp. A integridade estrutural das fibras diminui com uma maior concentra¢gdo de HAp
devido a integracdo da hidroxiapatite no polimero ndo envolver ligacdes quimicas que actuem como
reforco da estrutura do compésito.

Do grafico 15 pode perceber-se uma continua diminui¢do da extensdo de ruptura entre fibras
de CS, fibras de CS com 10% HAp e fibras de CS com 20%HAp, e a semelhanca de valores para fibras
de CS com 20%, 30%, 40% e 50% de HAp. Estes ultimos valores mostram convergéncia da extensao
de ruptura para concentra¢Ges mais elevadas de HAp.

Todos os valores registados foram obtidos com as fibras desidratadas e a temperatura

ambiente. E de esperar que ocorra um declinio do médulo de elasticidade e da tensdo de ruptura em
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aplicacdes de fibras em meios aquosos, como o ambiente fisiolégico, onde as fibras se encontram
hidratadas.

Como material de substituicdo dssea, as fibras compésitas produzidas exibem uma morfologia
semelhante as unidades basicas estruturais do osso cortical — osteons — compostas por diversos
estratos de fibras de colagénio mineralizadas. O osso cortical caracteriza-se por uma estrutura
composta por varias camadas de feixes de fibras com alguns milimetros de comprimento e cerca de
20 a 200 um de diametro. Pelo método de fiagdo humida é possivel desenvolver fibras compdsitas
com morfologia idéntica. No aspecto mecanico, as fibras de CS com 20% HAp possuem uma tensdo
de ruptura préxima de valores conhecidos de tensdo de ruptura longitudinal do osso cortical (115
MPa). Por outro lado, o médulo de elasticidade de 7,77 = 0,98 GPa que estas fibras evidenciam ainda
se encontra algo distante do valor tipico médio 17,4 GPa do mddulo de elasticidade longitudinal do
osso cortical no fémur de adultos. Mesmo assim, o mddulo de Young das fibras compdsitas
aproxima-se do de osteons do tipo A (5,5 + 2,6 GPa) e do tipo T (9,3 + 1,6 GPa) (Cowin 2001). .

O osso trabecular possui uma morfologia que ndo assenta na disposicao de fibras (osso
cortical) mas sim em blocos originados pela remodelagdo dssea, dispostos ao longo da trabécula.
Possui uma menor densidade e mineralizacdo do que o osso cortical, e caracteriza-se por uma
estrutura porosa de 100 a 300 um de espessura. Os valores das propriedades mecanicas, embora
ndo consensuais na literatura, sdo da ordem dos 0,76 — 20 GPa (Cowin 2001). Embora
morfologicamente as fibras ndo sejam idénticas ao osso trabecular, podera ser construida uma
estrutura tridimensional, com uma disposicdo de fibras capaz de simular os poros e a espessura
trabecular, através do aperfeicoamento do método utilizado neste trabalho para a elaboragdo de
scaffolds.
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3.3. ANALISE BIOLOGICA

3.3.1. Testes Citotoxicos

Os testes de citotoxicidade culminaram com a realizacdo da leitura da densidade dptica. Na
tabela 10 apresentam-se os valores da densidade éptica de cada uma das amostras utilizadas.

Tomando como referéncia os valores de controlo celular e considerando o seu valor médio o
valor maximo de viabilidade celular (100%), calculou-se a viabilidade celular de cada classe de
scaffold.

Realizaram-se trés experiéncias diferentes com as matrizes tridimensionais. Nas duas primeiras
leituras de densidade dptica os testes de citotoxicidade revelaram que as estruturas produzidas nado
eram adequadas para interagdo com o organismo. A toxicidade revelada na primeira experiéncia foi
atribuida ao pH excessivo do meio na presenga de microfibras. Na segunda experiéncia, com a
introducdo de uma etapa de lavagem da matriz, a presenca da cola de cianocrilato foi a responsavel
pela morte celular. A terceira experiéncia, em que foi usada solugdao de CS a 6% como promotora de
maior estabilidade da estrutura, revelou auséncia de toxicidade da matriz de fibras.

Analisando entdo os valores de densidade Optica das matrizes produzidas na terceira
experiéncia, pode-se concluir que os scaffolds construidos apresentam uma taxa de viabilidade

elevada, promovendo o crescimento e a proliferacdo celular.

TABELA 10 — DENSIDADE OPTICA DAS AMOSTRAS DE SCAFFOLDS APOS OS TESTES DE CITOTOXICIDADE.

Densidade Optica

Controlo Controlo

CS CS +30% CS +50% ..
positivo celular
Amostra 1 0,739 0,484 0,536 0,002 0,349
Amostra 2 0,523 0,412 0,632 0,002 0,398
Amostra 3 0,614 0,590 0,753 0,003 0,317
Valores
.. 0,625 0,495 0,640 0,002 0,355
médios
Viabilidade
Celular 176 % 140 % 180 % 0,7 % 100 %
média%
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3.2.2. Culturas Celulares

Para a observacdo das amostras de matrizes tridimensionais, apds as culturas celulares,

utilizou-se novamente o microscopio electrdnico de varrimento.

SOvm ¢

F1G. 34 - IMAGENS SEM DOS CONTROLOS CELULARES.

Sy LZmm <5000
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Z0rm «

FIG. 35 - IMAGENS SEM DAS CULTURAS CELULARES REALIZADAS EM MATRIZES DE FIBRAS DE QUITOSANO.
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FIG. 36 - IMAGENS SEM DAS CULTURAS CELULARES REALIZADAS EM MATRIZES DE FIBRAS DE QUITOSANO COM 30% DE
HIDROXIAPATITE (P/P).

Sy
CENIMAT

FI1G. 37 - IMAGEM SEM DAS CULTURAS CELULARES REALIZADAS EM MATRIZES DE FIBRAS DE QUITOSANO COM 50% DE
HIDROXIAPATITE (P/P).

As figuras 35 a 37 mostram as fibras de quitosano com hidroxiapatite, das amostras das
matrizes tridimensionais construidas, apds a realizagdo das culturas celulares. As setas a vermelho
indicam zonas de localizagdo das células. Nas imagens 36 e 37 é possivel perceber pequenos tapetes
de células que estabelecem uma ligacdo interfibras.

Estas imagens vém comprovar os testes de citotoxicidade, demonstrando a viabilidade celular

com a existéncia de células a superficie das fibras, apds 24 horas de cultura.
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O trabalho realizado nesta dissertacdo, inserido na area dos Biomateriais e da Engenharia de
Tecidos, teve como objectivo a producdo de microfibras compdsitas de quitosano e hidroxiapatite.

Produziram-se nano-pds de HAp pelo método sol-gel, usando um processo que nao requer
controlo de pH nem temperaturas elevadas. Como precursores de fosfato e calcio foram usados
Ca(NO,), 4H,0 e P,O;, respectivamente, tendo sido preparadas solugdes que obedeciam a razdo
molar Ca/P =1,67. Utilizou-se um periodo de envelhecimento de 24h sob agita¢do, o que permitiu
uma boa relagdo entre a viscosidade do sol e a formagdo da HAp. A analise morfoldgica por TEM
demonstrou a existéncia de grdos de hidroxiapatite com didmetros na ordem dos 100 nm, dimensdes
gue permitem integracdo em fibras a escala micrométrica.

A técnica de fiagdo humida possibilitou a produgdo de microfibras compdsitas de uma forma
simples, rapida e funcional, conseguindo-se um controlo eficaz de todas as suas etapas de
elaboracdo. Utilizando banhos de coagulacdo e secagem envolvendo NaOH, etanol e metanol, foi
possivel coagular solu¢Ges envolvendo os biomateriais referidos.

As vdrias microfibras de CS e HAP foram adquiridas por esta via apds a preparacdo de
solugdes com quantidades diferentes de HAp em quitosano. A dispersao prévia destes dois materiais
em agua antes da adicdo de acido acético a 10%, levou a maior homogeneizagdo da solugdo final.

Com o objectivo de caracterizar morfolégica e mecanicamente as fibras compdsitas,
produziram-se varias fibras de quitosano com 0%, 5%, 10%, 15% e 20% de HAp (p/p). As imagens
obtidas por SEM revelaram a integracdo da HAp no polimero. Os ensaios de trac¢do desvendaram
diferencas entre as fibras de CS e as fibras de CS com 20% HAp.

Apds a analise das propriedades mecanicas e da morfologia concluiu-se que as fibras
resultantes de banhos de coagulagdo de 70% NaOH e 30% metanol e de banhos de secagem de 100%
metanol, possuem as melhores propriedades para a produ¢do de matrizes tridimensionais. O tempo
de permanéncia nos banhos de secagem de 72 horas foi preterido visto ndo provocar uma melhoria
significativa das propriedades mecanicas em relacdo ao tempo despendido na formacdo das fibras.
Na presenga de uma concentragdo de 40% de HAp (p/p) o processo de fiagdo das fibras por wet
spinning tornou-se instavel. E frequente a fiacdo ser interrompida como resultado do “excesso” de
ceramico que integra o polimero, o que resulta na quebra da estrutura.

Com base nas conclusdes anteriores, desenvolveram-se scaffolds de fibras compdsitas de
quitosano e 0%,10%,20%,30%,40% e 50% de HAp. A produgdo de matrizes com fibras de CS e 40%
HAp assim como de CS e 50% HAp, mostrou ser de um grau de dificuldade acrescido devido a
fragilidade das fibras que compdem o scaffold. Frequentemente as fibras ndo suportaram a torgao
nos pinos do molde. Apesar disso, foi possivel construir estas matrizes tridimensionais. E de esperar
gue com o aumento da concentracdo de HAp nas fibras de CS, mais dificil se torne a elaboracdo de

matrizes, pois a fragilidade das fibras tera também tendéncia a aumentar. Os ensaios de traccdo
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realizados as fibras utilizadas para a producdo de matrizes revelaram uma diminui¢cdo do médulo de
elasticidade e da tensdo de ruptura com o aumento da HAp presente. Mediante esta analise
constatou-se a reduc¢do das tensdes suportadas para os compdsitos com mais alto conteudo de
ceramico, com a conservacdo da sua ductilidade.

Os testes de citotoxicidade in vitro realizados em amostras de matrizes de CS, CS + 30% HAp
e CS + 50% HAp, revelaram a ndo toxicidade e a viabilidade celular nas mesmas. A andlise
morfoldgica por SEM, das matrizes produzidas, nas quais foram realizadas culturas celulares,
comprovou os resultados dos testes de citotoxicidade, com a confirmacdo da existéncia de células a
superficie das fibras que compdem as matrizes.

A realizacdo de testes in vivo assim como testes de degradacdo serdo também importantes
para aferir o desempenho dos compésitos quando colocados num organismo.

A técnica de producdo de fibras compdsitas utilizada podera ser melhorada com a
automatizacdo da etapa de secagem e com a introdug¢do de um injector multiplo, capaz de produzir
maior quantidade de fibras no mesmo espaco de tempo.

Na elaboracdo de matrizes de fibras sera importante aperfeicoar o método utilizado para
gue este se torne mais rapido e permita obter matrizes com mais estratos e com menos espacos
intersticiais.

Um dos possiveis futuros desenvolvimentos para as fibras compdsitas passa pela construgao
de um sistema misto de producdo de fibras e de matrizes em simultaneo. A elaboracdo de um
sistema robotizado que permita a deposicdo da solugdo no banho de coagulacdo com um padrao
previamente programado, tornara o método de producdo mais eficiente e com melhor controlo da
localizagdo das fibras.

Numa outra vertente, conseguindo melhorar as propriedades mecanicas, elevando os
madulos de elasticidade e as tensGes de ruptura, poderdo ser produzidos fios de sutura, como os

utilizados na area ortopédica, baseados neste tipo de fibras compésitas.
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Anexo

ANEXO A — DIAMETROS DAS FIBRAS

TABELA A1 — VALORES MEDIDOS DOS DIAMETROS DAS FIBRAS DE CS E DE CS + 20% HAP (EM MILIMETROS).

N° Amostra Quitosano
CJ1 - Etanol Cl1i-Metanol CJ2-Etanol
1 0,076 0,072 0,075
2 0,074 0,070 0,081
3 0,077 0,075 0,077
4 0,083 0,072 0,078
5 0,082 0,073 0,081
6 0,071 0,073 0,085
7 0,071 0,071 0,077
8 0,075 0,076 0,078
9 0,071 0,079 0,074
10 0,074 0,081 0,072
11 0,079 0,074 0,074
12 0,074 0,081 0,076
13 0,074 0,076 0,077
14 0,077 0,063 0,076
15 0,074 0,070 0,073
16 0,088 0,065 0,083
17 0,086 0,070 0,079
18 0,087 0,077 0,076
19 0,088 0,076 0,078
20 0,084 0,075 0,075
21 0,073 0,071 0,081
22 0,083 0,067 0,078
23 0,064 0,072 0,079
24 0,066 0,073 0,081

Média

Desvio Padrdo
Desvio Padrdo

CJ2-Metanol
0,074
0,075
0,075
0,072
0,076
0,065
0,067
0,067
0,070
0,071
0,066
0,068
0,064
0,068
0,062
0,064
0,065
0,059
0,069
0,061
0,068
0,069
0,068
0,065

0,083
0,080
0,079
0,087
0,078
0,091
0,093
0,088
0,089
0,088
0,092
0,078
0,076
0,079
0,080
0,081
0,080
0,078
0,080
0,088
0,091
0,090
0,089
0,081

Quitosano + 20% Hap
CJ9-Etanol CJ9-Metanol CJ10-Etanol CJ10-Metanol

0,081
0,074
0,076
0,081
0,080
0,079
0,077
0,083
0,080
0,075
0,083
0,084
0,080
0,080
0,080
0,075
0,081
0,079
0,079
0,083
0,078
0,079
0,080
0,083

0,077
0,079
0,079
0,079
0,078
0,075
0,080
0,078
0,079
0,082
0,078
0,078
0,080
0,081
0,083
0,082
0,084
0,079
0,080
0,077
0,072
0,064
0,075
0,079

0,079
0,074
0,077
0,076
0,076
0,069
0,078
0,080
0,079
0,078
0,079
0,080
0,064
0,073
0,046
0,064
0,073
0,072
0,064
0,075
0,078
0,078
0,078
0,078

TABELA A2 — VALORES MEDIDOS DOS DIAMETROS DAS FIBRAS DE CS E DAS FIBRAS DE CS + 20% HAP, APOS 72H (EM MILIMETROS).

CJ]1 - Etanol Cl1-Metanol

N° Amostra

1 0,078
2 0,086
3 0,085
4 0,082
5 0,068
6 0,068
7 0,076
8 0,072
9 0,082

10 0,074

11 0,071

12 0,061

13 0,088

14 0,071

15 0,087

16 0,089

17 0,089

i8 0,088

19 0,089

20 -

21 -

22 -

23 -

24 -

Média

Desvio Padrdo
Desvio Padréo

0,072
0,069
0,074
0,067
0,079
0,079
0,080
0,070
0,076
0,074
0,078
0,078
0,078
0,079
0,074
0,071
0,074
0,071
0,075
0,076
0,077
0,076
0,081
0,081

CJ2-Etanol
0,078
0,077
0,080
0,080
0,081
0,095
0,067
0,078
0,080
0,079
0,080
0,074
0,078
0,072
0,074
0,078
0,078
0,075
0,079
0,077
0,079
0,077
0,076
0,075

Quitosano - 72h de secagem

CJ2-Metanol
0,058
0,061
0,064
0,067
0,075
0,075
0,073
0,077
0,072
0,068
0,069
0,066
0,069
0,072
0,067
0,067
0,072
0,070
0,066
0,060
0,063
0,064
0,067
0,067

Quitosano + 20% Hap - 72h de secagem
CJ9-Metanol CJ10-Etanol CJ10-Metanol

CJ9-Etanol
0,089
0,089
0,087
0,083
0,070
0,086
0,081
0,081
0,087
0,083
0,076
0,076
0,077
0,084
0,087
0,083
0,085
0,082
0,081
0,101
0,079
0,081
0,080
0,075

0,067
0,075
0,073
0,074
0,073
0,078
0,072
0,071
0,079
0,077
0,073
0,079
0,079
0,072
0,069
0,065
0,069
0,078
0,074
0,072
0,075
0,075
0,081
0,076

0,074
0,075
0,077
0,074
0,075
0,078
0,074
0,072
0,073
0,074
0,075
0,071
0,070
0,075
0,072
0,074
0,076
0,077
0,074
0,073
0,073
0,077

0,059
0,063
0,063
0,069
0,071
0,073
0,073
0,067
0,067
0,067
0,070
0,069
0,063
0,070
0,063
0,065
0,070
0,070
0,071
0,067
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ANEXO B — ENSAIOS DE TRACGCAO

Médulo de Young

O maddulo de Young ou mddulo de elasticidade consiste num parametro mecanico que traduz
uma medida de rigidez eldstica de um material sélido. Esta medida, estabelecida pela lei de Hooke, é

dada pela razdo da tensdo pela deformacéo sofrida pelo material, ou seja:

(o)
E==
£

em que o corresponde a tensdo e € a extensdo, e que por sua vez sdo definidos por

—— g ———

FI1G. B1 - ESQUEMA DA DEFORMAGAO DE UM PROVETE CILINDRICO DEVIDA A UMA FORCA APLICADA.

onde F é a forca medida em Newton, A é a area de seccdo na qual se exerce tensao, Al é a variacao
de comprimento, lp € o comprimento inicial , e E é o mddulo de Young medido em Pascal. Na figura
B1 encontra-se representado o esquema de deformacdo de um provete cilindrico, semelhante a

deformacdo provocada nas fibras produzidas, devido a uma forga longitudinal aplicada.
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Ensaio

de

Os ensaios de trac¢do consistem na realizacdo de um esforgco de sobre um corpo de prova,
graficos

gue tende a alonga-lo e estica-lo até a ruptura.
uma forca crescente na sua direccdo axial, sendo medidas as deformacgbes correspondentes e
permitem a construgdo de

Com recurso a uma maquina de tracgdo, os provetes sdo fixados e sujeitos a aplicacdo de
dados

induzidas. Estes
tensdo/deformacdo no qual se pode avaliar o comportamento do material durante o ensaio.

registadas as cargas

f
ALLg

F1G. B2 - GRAFICO DE TENSAO/DEFORMAGAO.

Existem varios tipos de graficos de tensdo/deformacdo que variam de formato dependendo

do material utilizado. O modelo mais usual (Fig. B2) apresenta 4 zonas diferentes:

1- Zona de deformacdo elastica;
2- Tensdo maxima de elasticidade;
3- Zona de deformacao plastica;

4- Tensdo maxima de tracgao;

5- Tensdo de Ruptura;
A regido de deformagdo elastica (1) traduz uma proporcionalidade entre a tensdo e a

deformacdo que se rege pela lei de Hooke. As deformacdes elasticas ndo sdo permanentes e quando
a carga aplicada é removida, o corpo de prova volta a sua forma original.
A regido de deformagao plastica (2) surge acima de uma tensao limite (2) a partir da qual a
A tensdo para continuar a deformar o material aumenta até a um ponto maximo que se

deformacdo se torna permanente.
designa tensdao maxima de trac¢dao (4). A partir deste ponto ocorre uma estriccdo do material
levando a consequente fractura do mesmo, que acontece num ponto de tensdo chamado tensao de
A.4

ruptura (5).
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Graficos

Com a realizagdo de ensaios de trac¢do de 24 amostras de cada classe de fibras (tabela 5),
foram elaborados gréficos de tensdo/deformacdo e destes retiradas informacdes relevantes como o
moddulo de elasticidade.

Os seguintes graficos ilustram a dispersdao de valores de médulo de Young de cada classe de
fibras. Foi utilizado como critério de exclusdo do grupo de amostragem, amostras com valores de
madulo de elasticidade inferiores ou superiores a duas vezes o desvio padrdo (20) do médulo de

Young médio do conjunto total de amostras.
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GRAFICO B1 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO CJ1E.
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GRAFICO B2 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO CJ1M.
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GRAFICO B3 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO CJ] 2E.
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GRAFICO B4 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO C]2M.
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GRAFICO B5 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO CJ1E APOS 72H EM BANHO DE SECAGEM.
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GRAFICO B6 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO CJ1M APOS 72H EM BANHO DE SECAGEM.
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GRAFICO B7 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO CJ2E APOS 72H EM BANHO DE SECAGEM.
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GRAFICO B8 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO CJ2M APOS 72H EM BANHO DE SECAGEM.
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GRAFICO B9 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 20% DE HIDROXIPATITE (P/P) CJ9E.
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GRAFICO B10 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 20% DE HIDROXIPATITE (P/P) CJ9M.
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GRAFICO B11 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 20% DE HIDROXIPATITE (P/P) CJ10E.
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GRAFICO B12 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 20% DE HIDROXIPATITE (P/P) CJ10M.
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GRAFICO B13 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 20% DE HIDROXIPATITE (P/P) CJ9E, APOS 72H EM

BANHO DE SECAGEM.
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GRAFICO B14 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 20% DE HIDROXIPATITE (P/P) CJ9M, APOS 72H EM

BANHO DE SECAGEM.
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GRAFICO B15 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 20% DE HIDROXIPATITE (P/P) CJ10E, APOS 72H EM

BANHO DE SECAGEM.
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GRAFICO B16 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 20% DE HIDROXIPATITE (P/P) CJ10M, APOS 72H EM

BANHO DE SECAGEM.
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GRAFICO B17 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO UTILIZADAS PARA A PRODUGAO DE MATRIZES 3D.
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GRAFICO B18 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 10% HIDROXIPATITE, UTILIZADAS PARA A PRODUGAO

DE MATRIZES 3D.
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GRAFICO B19 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 20% HIDROXIPATITE, UTILIZADAS PARA A PRODUGAO

DE MATRIZES 3D.
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GRAFICO B20 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 30% HIDROXIPATITE, UTILIZADAS PARA A PRODUGAO
DE MATRIZES 3D.
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GRAFICO B21 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 40% HIDROXIPATITE, UTILIZADAS PARA A PRODUGAO
DE MATRIZES 3D.
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GRAFICO B22 - MODULOS DE YOUNG DAS FIBRAS DE QUITOSANO COM 50% HIDROXIPATITE, UTILIZADAS PARA A PRODUGAO
DE MATRIZES 3D.
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ANEXO C — VELOCIDADE DE ROTACAO DO ROLO

Para determinar a tensdo a fornecer ao motor de rotacdo do rolo para que o rolo tenha
velocidade 1,5 x superior a velocidade de saida da fibra da agulha, comecou por se encontrar a
relacdo entre o periodo de rotacdo e a tensao fornecida ao motor.

Utilizando uma célula fotoeléctrica (Photoghate Timer Model ME-9215A, Pasco Scientific)

registou-se a correspondéncia entre a tensdo e 5 periodos de rotagdo do rolo.

Tensdo/V 5 Periodos /s viv
6
1,50 22,058
5
2,00 13,84
4
2,50 7,82
3
3,00 5,475
2 y = 4,2523%-0,72
4,00 4,183
y
5,00 4,183
0
0 1 2 3 4 5

T/s

FiG. C1 - TABELA (A) E GRAFICO (B) DA TENSAO (V) vs PERIODO ().

Com os valores registados foi possivel construir o grafico B que relaciona os varios valores de
tensdo experimentados no motor com os periodos de rotacdo correspondentes do rolo. Encontrou-

se entdo a equacgdo que traduz a relacdo
V=425xT"" (c1)
em que V representa a tensdo em volts e T o periodo em segundos.

Tendo em conta que o diametro interno da agulha utilizada no processo de fiagdo é de 0,406

mm, que o caudal das solugdes utilizadas é de 20 ml/h, e que pode ser descrito pela equacdo
¢=Ax Vy (c2)

em que ¢ representa o caudal, A a drea de secgdo e v, velocidade.
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Conclui-se que:

3

20cm
=A =
0= AV, =008

=1t x (0,0203cm)* x v, < v, =43 cm/s (c3)
Como se pretende uma velocidade de enrolamento 1,5 X superior a velocidade do fluxo, vem

que:
Voo = L3 xv, v =15x43cm/s =65 cm/s (c4)

Sabendo que o periodo é descrito por
27r

T=" (c5)
1%

em que T representa o periodo, v a velocidade de rotagdo do rolo e r o raio do rolo, pode-se calcular

o periodo de rotacdo correspondente a velocidade do rolo:

2 2 3
Vool 6,5cm/s
Substituindo agora na equacdo cl,
V=425xT""? &V =425%x29"" =195V (c7)

pelo que se pode concluir que a tensdo a fornecer ao motor, para que a velocidade de enrolamento

seja 50% superior a velocidade do fluxo de solugdo na seringa, é de 1,95 volts.
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