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Resumo

De modo a perceber-se a vantagem do uso de biomateriais nas areas ligadas a salde, o
estudo das suas propriedades é bastante importante. Por apresentarem excelentes propriedades
de adaptacdo, remodelacdo, degradacdo e serem facilmente modificados estes materiais
tornaram-se alvo de numerosos estudos por parte de varios investigadores nas mais

diferenciadas areas.

No caso da sua aplicabilidade em implantes 6sseos, o estudo das suas propriedades
eléctricas é fundamental visto estas estarem intimamente ligadas com propriedades como a
biointegracéo do material no corpo do paciente e subconsequente crescimento 6ésseo. Diversos
estudos demostram, que ao serem polarizados, estes materiais irdo melhorar significativamente

0s processos de osteointegragdo e regeneragdo 0ssea.

O desenvolvimento deste trabalho envolve a producdo de matrizes de quitosano (CS) e de
quitosano/hidroxiapatite (CS/HAp), através do processo de liofilizacdo. Para mimetizar a
hidroxiapatite natural existente no o0sso, serdo produzidos pds de nano-bastonetes de

hidroxiapatite que serdo usados na producao das matrizes.

Amostras produzidas, com diferentes concentracdes de constituintes, seréo caracterizadas
quanto as suas propriedades morfolégicas, estruturais, eléctricas e dieléctricas. As matrizes
serdo sujeitas a polarizacéo eléctrica. Por fim seréo feitos testes de bioactividade, solugdes que
simulam o fluido corporal (SBF) e culturas celulares in vitro, de forma a comparar a capacidade

de osteointegracdo de amostras polarizadas e nao polarizadas.

Palavras chave: Engenharia de Tecidos; Quitosano; Nano-bastonetes; Matrizes; Liofilizagao;

Polarizagéo Eléctrica;
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1. Introducgao

1.1. O osso

Os o0ssos actuam como um orgédo funcional e desempenham um papel fundamental na
sustentacdo do corpo. Em conjunto com os musculos possibilitam os movimentos, protegem
tecidos moles e estéo directamente relacionados com a reproducéo de células do sangue através
da medula 6ssea [1].

Sao um tipo de tecido conjuntivo, constituido por células ésseas (osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos) e matriz extracelular, diferenciando-se dos outros tecidos conjuntivos pelo facto
dessa matriz ser mineralizada [2].

Conhecidos por serem um compdsito natural, 0s 0ssos sdo compostos por uma matriz 35%
organica (m/m) e 65% inorganica (m/m). A parte orgénica da matriz é constituida essencialmente
por fibras de colagénio do tipo | e é esta que confere a flexibilidade ao 0sso. A parte inorganica
é formada por HAp em forma de nano-bastonetes sendo esta a responsavel pela sua rigidez e
resisténcia mecanica [3].

O osso é caracterizado quanto a sua composicado, morfologia, estrutura, tamanho de
particula e orientacao [3]. Morfologicamente existem duas formas de 0sso: o cortical ou compacto
e o trabecular ou esponjoso. O osso cortical é formado por laminas Osseas paralelas e
extremamente préximas entre si enquanto que 0 0sso trabecular € muito menos espesso, ja que
é formado por laminas Osseas irregularmente dispostas nos varios sentidos, formando uma
matriz muito porosa. A fungéo que cada um desempenha no organismo esta intimamente ligada
a sua estrutura. O osso cortical € responsavel pelas fungdes mecanicas e protectoras, ja 0 0SS0
trabecular é responsavel pelas fun¢des metabdlicas [4], [5].

O o0sso pode ser considerado como um "biomaterial vivo" pois as suas células estdo em
permanente actividade. O processo de formagdo do 0sso comeca com a acgéo dos osteoblastos,
células que sintetizam a parte organica (colagénio tipo |, proteoglicanos e glicoproteinas) da
matriz 6ssea. Os osteoblastos sdo aprisionados na matriz recém-sintetizada, passando a ser
chamados de ostedcitos. Entretanto, um outro tipo de células, os osteoclastos, catabolizam o
0SS0 antigo, destruindo-o. Este processo dinamico de formagéo e destruicdo do osso é chamado
de remodelacao 6ssea e é responsavel pelo crescimento e restruturagdo do 0sso, possibilitando
a sua regeneracdo em caso de fractura. No entanto, quando as lesdes sofridas sdo demasiado
grandes formam-se defeitos dsseos que requerem a utilizacdo de implantes para ajudar na sua
reparacao [2], [6].

Ainda no que respeita a actividade de formacdo 6ssea, varios estudos recentes baseados
no conceito de piezoelectricidade 6ssea descrito por Yasuda e Fukada em 1957, afirmam que a

estimulacao eléctrica promove a formagédo 6ssea [7].
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1.2. Biomaterial

Por definicao, biomaterial & “qualquer material de origem natural ou sintética usado para
substituir parte de um sistema vivo ou para funcionar em contacto com tecido vivo, mantendo a
sua estrutura e propriedades, sem provocar alteragdes no meio fisiolégico envolvente” [8].

As caracteristicas mais importantes para seleccionar um material para utilizacdo médica sdo
a biocompatibilidade, a auséncia de efeitos nocivos ou téxicos para o organismo e propriedades
biomecanicas capazes de responderem as solicitagdes dinamicas e estaticas a que estara sujeito
durante a sua vida util [9].

No caso de substituicao 6ssea estes devem ser bioactivos de modo a promover uma ligacéo
fisico-quimica entre o material e o tecido 6sseo envolvente devido a presenca de ides célcio e
fésforo na superficie do material, facilitando assim a adesdo é6ssea e promovendo assim a
osteocondugdo, processo que ocorre pela penetracdo de vasos nos espagos e/ou nos poros
existentes na estrutura do biomaterial, que vai induzir a deposicao de 0sso no mesmo. Neste
aspecto, o uso de biomateriais com um alto indice de porosidade e tamanho adequado de poros
promove a eficiéncia destes efeitos quando implantados no osso, permitindo assim aos tecidos

regenerar nao so6 a sua superficie mas também no seu interior [2], [10].

1.3. Quitosano

z

O quitosano, é um biopolimero obtido através da desacetilagdo da quitina. Este
polissacarideo linear é composto por unidades de N-acetil-D-glucosamina e de D-glucosamina
unidas entre si pelos seus carbonos 1 e 4 em ligag6es glicosidicas. A diferencga entre a quitina e
0 quitosano parte do balanco entre essas unidades. Um composto com uma maior percentagem
de N-acetil-D-glucosamina denomina-se de quitina enquanto que um composto com maior
percentagem de unidades D-glucosamina, tipicamente entre 70-80 %, denomina-se de quitosano
[11], [12].

’> NH; |

Ho7 471

o .o_---/<\o

OH \
I L

Figura 1 - Unidades funcionais da molécula de quitina/quitosano

Trata-se de uma base fraca, insolivel em dgua e em solventes organicos, apenas solivel

em solucdes aquosas diluidas de acidos organicos ou inorganicos com um pH<6.
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Por apresentar excelentes propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade,
bioactividade, auséncia de toxicidade, boas propriedades de absorcao, capacidade de formar
membranas, bioadesividade, poder hemostatico, actividade contra fungos, bactérias e virus este
biopolimero tem vindo a ser bastante requisitado por varias areas. Desde a indUstria alimentar,
quer em agricultura, em aplicacdes biomédicas e farmacéuticas tais como como substituicdo de
pele humana, implantes ortopédicos e periodontais, engenharia de tecidos, cicatrizacdo de
feridas, sistemas de libertagdo controlada de farmacos, suturas cirrgicas, reconstituicao éssea,
lentes de contacto, encapsulamento de substéncias, entre outras [13]. Este é normalmente
produzido sob a forma de membranas, hidrogéis, esponjas, filmes, fibras e micro/nanoparticulas
[12].

Um dos principais factores inerentes a estas diversas propriedades biolégicas é o grau de
acetilacdo deste biomaterial. Propriedades como a biocompatibilidade, viscosidade.
bioadesividade, poder hemostético e actividade contra agentes patogénicos estdo inversamente
relacionadas com o seu grau de acetilacao [14]. O contrario verifica-se para a biodegrabilidade,
gue esta directamente relacionada com este factor. Outro factor importante que faz variar as
propriedades fisico-quimicas e biolégicas do quitosano € o peso molecular. Compostos de
quitosano com elevado peso molecular apresentam uma menor solubilidade e tém uma boa

bioadesividade mas por sua vez sera mais dificil para estes se biodegradarem [12], [14].

1.4. Hidroxiapatite

De entre os fosfatos de calcio bioactivos a hidroxiapatite (Caio(POas)s(OH)2) tem sido
extensivamente estudada como material de substituicdo 6ssea. Com uma razéo atomica de Ca/P
de 1,67, este é o fosfato de calcio mais estavel e menos sollvel de todos. Caracteristicas como
a sua bioactividade, biocompatibilidade e osteoconduc¢éo fazem com que a HAp seja considerada
um material de eleicdo no campo da substituicao/reparacao dssea [15].

E conhecida como a componente mineral dos 0ssos e dentes e por ter uma estrutura
cristalina semelhante a da HAp biolégica torna-se assim o componente ideal para implantes
Osseos e proteses usadas em humanos [16].

O osso do corpo humano é constituido por uma HAp ndo estequiométrica, contento varios
ides na sua estrutura tais como Mg?*, Na*, Fe?*, HPO4?, F-, CI mas principalmente ides CO3z*
provenientes das substitui¢cdes parciais dos ides PO43 e dos ides OH-. Tais substituicbes afectam
propriedades como a sua bioactividade, biocompatibilidade, solubilidade e velocidade de
degradacdo. Devido a presenca de ides COs?, entre 4-8 % na sua rede cristalina, tanto a
solubilidade como a velocidade de degradacdo da HAp biolégica sdo muito superiores as
encontradas nas HAp’s sintéticas [3], [17].

Para além das substituicbes idnicas, o tamanho reduzido dos seus cristais e a sua baixa
cristalinidade sdo factores muito importantes que diferenciam ambas. Ao longo dos anos as

substituicBes idnicas da HAp biolégica vao diminuindo, tornando-se assim a sua estrutura mais
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cristalina. Este aumento da cristalinidade diminui a sua velocidade de degradacdo o que provoca
uma diminuicdo na taxa de remodelacdo 6ssea. Ja o reduzido tamanho dos seus nanocristais
tém uma influéncia directa na solubilidade da mesma [17], [18].

Para mimetizar parcialmente estes efeitos serdo produzidos nanopoés de HAp em forma de
nano-bastonetes, de tamanho e morfologia semelhantes a do mineral 6sseo, de modo a que as
suas propriedades sejam as mais idénticas a da HAp biologica. Quanto mais idéntica for a sua
composigdo, tamanho e morfologia, comparativamente a do mineral ésseo, melhores seréo as
suas propriedades mecéanicas e bioldgicas [18].

Ao ser implantada e devido a actividade celular dos ossos que provocam a dissolugcéo
parcial dos fosfatos de calcio, existe uma libertagdo para o meio de ibes Ca?* e PO4%,
aumentando ainda mais a ja existente supersaturagdo dos fluidos corporais levando assim a
precipitagdo de HAp carbonatada, que por sua vez se ir4 depositar sobre a superficie e no interior

dos biomateriais levando assim a formacao e crescimento de novo 0sso [19].

1.5. Compositos CS/HAp

A substituicdo efectiva do tecido 6sseo defeituoso ou fracturado continua a ser ainda um
grande desafio nos dias de hoje. Uma das principais solu¢fes a estes problemas tem como foco
o0 desenvolvimento de materiais bioactivos e biocompativeis adequados, que possam ser
utilizados com éxito para uso a longo prazo na reparacgao e regeneracao 0ssea [21].

Neste contexto tem sido dada especial atencdo aos compdsitos polimero/ceramico. Estes
constituem excelentes candidatos em engenharia de tecidos ésseos devido as suas excelentes
propriedades biolégicas, quimicas e mecéanicas [22].

O conceito original de compdésito polimérico bioceramico foi introduzido pela primeira vez
por Bonfield em 1981 e foi baseado no conceito de que o préprio osso cortical em si, é formado

por uma matriz organica reforcada por um componente mineral [10].

Como visto anteriormente, o CS é um biomaterial de facil obtencdo e com diversas
vantagens para o uso na engenharia de tecidos devido & sua biocompatibilidade e a sua
bioactividade porém, devido a sua baixa rigidez e incapacidade de manter a sua estrutura integra
em ambientes humidos origina matrizes com propriedades mecénicas pouco desejaveis para
aplicagBes em tecidos rigidos [23], [24].

Ao aliar-se a HAp ao CS néo s0 fortalecemos mecanicamente as propriedades deste
material como iremos melhorar propriedades bioldgicas e fisico-quimicas do mesmo. Por
apresentar uma resisténcia mecanica elevada e uma taxa de degradagdo muito inferior a do
mineral dsseo, a HAp sintética ira melhorar as suas propriedades mécanicas oferecendo-lhe uma
melhor resisténcia mecénica e uma maior capacidade de resisténcia a ambientes himidos,
desacelerando assim a taxa de degradacdo do mesmo. Por outro lado a elevada flexibilidade do
CS ira compensar a baixa resisténcia a fractura da HAp. Varios estudos efectuados, comprovam

esta melhoria de propriedades quando aliados cerdmicos bioactivos ao CS [23] ,[24],[25].
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1.6. Propriedades eléctricas

O osso é um tecido altamente orientado e é electricamente activo. A pesquisa sobre a
piezoelectricidade no osso feita em 1957, por Fukada e Yasuda confirmou evidéncias empiricas
gue ligavam potenciais gerados por tensGes mecanicas no 0sso a piezoelectricidade linear [26].
Esta descoberta, juntamente com observagfes mais recentes de Yasuda sobre a ligacdo entre
um estimulo eléctrico e consequente crescimento 6sseo, abriu o caminho para muitos
investigadores durante os anos que se seguiram. Por exemplo, Bassett e Becker em 1962,
proposeram que esses potenciais elétricos podem ser a principal causa das respostas de
adaptacao do osso e, Shamos e Lavine em 1967, explicaram a importancia das funcfes
fisioldgicas de tais potenciais eléctricos na remodelacéo 0ssea [27], .

Durante varias décadas pensou-se que a piezoeletricidade éssea devia-se Unica e
exclusivamente a presenca das fibras de coldgeno, o principal componente orgénico do 0sso,
devido as suas propriedades piezoeléctricas a nivel macroscépio. Hoje em dia sabe-se que esse
comportamento deve-se também a estrutura do mineral 6sseo, orientacao, ordem e polarizagéo
resultante das forcas a que este € sujeito [7].

Desde entdo, varias estratégias foram desenvolvidas para a utilizacdo de materiais
electricamente activos em engenharia de tecidos, como o uso de materiais piezoeleléctricos e a
polarizagéo eléctrica de varios biomateriais, de maneira a acelerar a regeneracéo de tecidos em
fracturas 6sseas e a promover propriedades como adesédo 6ssea e osteoconducédo [28].

Yamashita descobriu que a HAp ao ser polarizada a altas temperaturas, acelera o
crescimento da camada apatitica, igual & do mineral 6sseo nos locais onde as superficies dos
materiais tenham cargas negativas, devido a atraccdo de ides Ca?* que fazem aumentar a taxa
de nucleacao da HAp [29]. Posteriormente, varios estudos foram feitos, que confirmam este
efeito, porém, muitos outros indicam que o crescimento 6sseo € influénciado nos locais onde as
superficies de carga sdo positivas, ndo havendo por isso um concenso na literatura [22].

Foi ainda experimentalmente demostrado que a interface entre a HAp e as células tanto in

vivo como in vitro, é influenciada pela polarizacao eléctrica [30].

1.7. Liofilizag&o

A técnica de liofilizagdo, € uma técnica que consiste na sublimagdo da agua no seu estado
sélido, diminuindo drasticamente a pressdo e a temperatura na camara onde as amostras se
encontram [31]. Este € um processo composto por duas etapas: a congelacéo e a desidratagéo.
A primeira etapa, a congelagdo, ¢é feita antes das amostras serem colocadas na camara de
liofilizac&o. Esta etapa pode ser feita directamente pelo equipamento ou colocando as amostras
previamente no congelador e/ou mergulha-las em azoto liquido. A segunda etapa consiste na
remocdao total da agua presente nas amostras onde numa fase inicial faz-se diminuir a pressao
da camara para pressfes na ordem de grandeza dos 101-102 mbar e em seguida diminui-se a
sua temperatura para valores entre os -30°C e 0s -60°C [32]. Esta técnica permite a producéo de

matrizes porosas fundamentais as propriedades bioldgicas deste tipo de materiais [33].
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2. Materiais e métodos

No seguimento deste trabalho foram utilizadas as matérias primas, CS e HAp, ambas
produzidos pela empresa Altakitin. O CS utilizado apresenta um peso molecular médio de
500.000 kDa e um grau de desacetilacdo de 76,0%. A HAp usada apresenta um tamanho de

grédo micrométrico com uma relagéo atdbmica Ca/P de 1,669 e uma densidade de 3,10 g.cm.

2.1. Producao de amostras

2.1.1. Producéo de nano-bastonetes de HAp

Adicionaram-se 10 g de HAp a 1 L de agua destilada sob agitagdo. Com a ajuda de um
medidor de pH adicionou-se &cido nitrico 60% (HNOz) até a solugdo apresentar um valor de pH
préximo de 2. Uma vez estabilizado o pH, adicionou-se aménia 25% (NHzs) até este atingir o valor
9. Levou-se a estufa a 37°C onde se deixou a maturar durante 7 dias. Retiraram-se 0s nano-
bastonetes da estufa, decantou-se o excesso de 4gua e apés congelacao levou-se ao liofilizador
durante 24 horas. Por fim, conservaram-se 0s nano-bastonetes numa estufa a 37°C.

2.1.2. Producao de matrizes de CS e de CS/HAp

Para a producdo de matrizes de CS pesou-se 25,84 g de 4gua destilada e adicionou-se 1 g
de CS sob agitacdo. Lentamente, juntou-se 6,46 g de uma solucdo de acido acético 10%
(CH3COOH) e deixou-se homogeneizar. Pipetou-se 1 mL de solugdo para cada poco de varias
placas de pocos e apds congelacgdo levou-se ao liofilizador durante 24 horas. Para a producao
de matrizes de CS/HAp utilizou-se o0 mesmo procedimento apenas com uma ligeira mudancga.
Antes de se adicionar o CS a agua destilada, adiciona-se 333 mg ou 1 g de nano-bastonetes de
HAp, para a respetiva produgéo de matrizes de 75CS-25HAp (% m/m) ou 50CS-50HAp (% m/m).

Por fim, colocaram-se as amostras num exsicador a temperatura de 60°C durante 3 dias.

2.2. Caracterizagcdo das amostras

2.2.1. Microscopia Electrénica de Varrimento (SEM-EDS)

O recurso a técnica de SEM-EDS permitiu visualizar a estrutura morfolégica dos poés e
amostras tal como obter uma andlise elementar da composigdo das suas superficies, utilizando
para tal um Microscépio Electronico de Varrimento Zeiss, modelo Auriga, existente no
CENIMAT/I3N. As amostras tiveram de ser previamente metalizadas com uma fina camada de

ouro com cerca de 5 nm, pela técnica de sputtering.

2.2.2. Difraccéo de Raios-X (XRD)

As amostras foram caracterizadas por XRD num difractometro Phillips, presente no
CENIMAT/I3N, com raios-X gerados a partir de uma ampola de cobre sob um potencial de

aceleracdo de 30 kV e um feixe de corrente de 15 mA. O recurso a esta técnica serviu para
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verificar as fases presentes na HAp comercial e nos nano-bastonetes produzidos, tal como para
verificar o efeito da adicdo da HAp as matrizes de CS.

2.2.3. Espectroscopia de Infravermelho por Transformadas de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR, foi utilizada para a identificacdo dos grupos funcionais presentes na HAp
comercial, nano-bastonetes e matrizes produzidas. Para tal recorreu-se ao espectrofotémetro
Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR existente no CENIMAT/I3N.

2.2.4. Andlise Diferencial Calorimétrica e Termogravimetria (DSC-TGA)

Para a técnica de DSC-TGA foi utilizado o analisador térmico simultaneo STA 449 F3
Jupiter, existente no CENIMAT/I3N. Esta técnica foi utilizada para observar a perda de massa e
as variacdes de entalpia, do CS comercial e das matrizes de CS. A taxa de aguecimento usada

foi de 10 °C/min e o ensaio decorreu em atmosfera de nitrogénio.

2.2.5. Porosimetria de Mercurio

A porosidade das matrizes foi obtida pelo porosimetro de mercurio Micromeritics, modelo

Autopore IV 9500, presente no Departamento de Quimica.

2.2.6. Espectroescopia de Relaxagdo Dieléctrica (DRS)

Atécnica de DRS, foi usada para observar a variacao de parametros eléctricos e dieléctricos
das matrizes produzidas, em funcéo da frequéncia e da temperatura. Os ensaios decorreram sob
uma atmosfera de hélio e foram feitos através do analisador de impedancias Agilent 4294,

acoplado a um controlador de temperatura Oxford IT-C4, presente na Universidade de Aveiro.

2.2.7. Andlise de Correntes Termoestimuladas (TSDC)

A técnica de TSDC permitiu avaliar os picos de polarizagdo de cada amostra tal como
calcular os seus valores de carga. O setup, presente no Departamento de Ciéncia dos Materiais,
permitiu a polarizagdo das amostras tal como os ensaios de TSCD. A taxa de aquecimento dos

ensaios foi de 2 °C/min e o campo aplicado durante a polarizagéo foi de + 450 V.mm-1.

2.2.8. Culturas Celulares

As culturas celulares in vitro, feitas no Departamento de Fisica, serviram para determinar os
valores de adeséo e de proliferacao das células. Semearam-se 30.000 células do tipo SAOS-2

em cada poco, usando 4 réplicas de cada amostra com e sem polarizacao.

2.2.9. Ensaios de bioactividade

Os ensaios de SBF realizaram-se utilizando uma solu¢@o de concentragéo ionica de 1,5,
relativamente ao plasma sanguineo. Os tempos de ensaio usados foram de 1 e 6 horas e de 1,

3 e 7 dias. Foram usadas 1 réplica de cada amostra, com e sem polarizacao, para cada tempo.
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3. Resultados e discussao

3.1. Matrizes de CS e CS/HAp

As amostras produzidas, representadas na Figura 2, apresentam uma geometria cilindrica
com um didmetro de cerca de 1,4 cm e uma altura variavel entre os 4,60 mm e os 5,40 mm. Esta
diferenca de espessuras deve-se a incorporacgdo de bolhas de ar durante a sua producéo e aos
espacos deixados pela 4gua sublimada durante o processo de liofilizac@o. Estes factores irdo

influenciar directamente a sua porosidade, factor principal para a variacdo das suas espessuras.

Edaninen

50Cs-50HAp | |
EEUEEBEEEREEEET ,|.f.'":

75CS-25HAp

S INTEEEaTNIEaRIIIiTNEISARDASSLLL Fim i

Figura 2 - Amostras produzidas pelo processo de liofilizagcao

3.2. SEM

A técnica de microscopia de varrimento electrénico, SEM, foi utilizada para visualizar a
estrutura morfoldgica tanto da HAp comercial e dos nano-bastonetes, Figura 3a) e 3b), como das
estruturas das amostras de CS e CS/HAp produzidas pela técnica de liofilizacdo, Figuras 4a),
4b) e 4c). Na Figura 3a), relativa & HAp comercial, € possivel observar um grdo de tamanho
micrométrico, tal como as suas varias camadas de crescimento [34], [35]. O tamanho médio dos
gréos de HAp foi estimado em 24,9 um (ver APENDICE C). Através da Figura 3b), verifica-se a
presenca de HAp em forma de nano-bastonetes ndo sendo possivel o célculo rigoroso do seu
tamanho médio devido a agregacao dos mesmos. Porém, sao observaveis nano-bastonetes com

um comprimento de cerca de 100 nm e com largura compreendida entre os 10 e os 20 nm.

EWT= Mag= BOOKX Signal A=Inlens Date :2Mar 2015 Fct EHT = 200KV Mag=120.00 K X Signal A=InLens Date :2 Mar 2015

Aperture Size =3000pym WD = 58mm  Zeiss Auriga Time 16:62:31  cenmarnn Aperture Size =2000pm WD = 58mm  Zeiss Auriga Time 1154927 cermarom

Figura 3 - Imagens de SEM: a) HAp comercial; b) nano-bastonetes de HAp produzidos
pela técnica de liofilizagéo;
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As Figuras 4a), 4b) e 4c) apresentam a estrutura morfologica das matrizes de CS e CS/HAp
produzidas. Ao observar as figuras pode ver-se a presenca de estruturas altamente porosas
diminuindo assim a sua porosidade a medida que a concentracdo de HAp aumenta na amostra
devido ao recobrimento da superficie do CS pela mesma. Nas matrizes de CS/HAp é possivel
observar pequenos flocos em toda a sua estrutura, referentes a HAp incorporada, sendo estes
mais visiveis na amostra de 50CS-50HAp devido a uma maior concentracéo. A HAp mostra-se
bem distribuida por toda a rede do polimero. Na Figura 4d), zona ampliada da Figura 4b),

podemos observar um aglomerado de nano-bastonetes incorporados nas matrizes de CS/HAp.

\ v \ X - . X 3
EHT = 15.00 kv Mag= 150X Signal A = SE2 k EHT= Mag= 150X Signal A = SE2 Date 1 Jun 2015
Aperture Size = 30.00pm  WI Zeis: i Aperture Size =30,00 um WD = 5.9 mm Zeiss Auriga Time :14:33:43  CEnMAT N

EHT = 500KV Mag= 150X  SignalA=SE2  Date A Jun 2015 Fc%‘ EHT = 5.00 kv Mag= 500KX Signal A=SE2  Date A Jun 2015 chm
Aperure Size=30.00pm WD = B1mm  Zeiss Auiiga Time 145126 e | | M1 Aperture Size =3000 pm WD = 60mm  ZeissAuriga  Time 145340  cenmnrom

Figura 4 - Imagens SEM das amostras produzidas pela técnica de liofilizacéo: a) CS; b)
75CS-25HAp; ¢) 50CS-50HAp; d) HAp incorporada nas matrizes de CS/HAp;

3.3. XRD

Na Figura 5, encontra-se o0 espectro de XRD dos pés de HAp comercial e dos nano-
bastonetes de HAp produzidos pela técnica de liofilizagdo. Observando-os podemos aferir que
0s pbés se encontram cristalinos, uma vez que 0s picos correspondentes a cada plano de
refraccédo se encontram bem definidos. Com a ajuda da ficha JCPDS do International Centre for
Diffraction Data relativa & HAp (ver em APENDICE D), podemos afirmar que os pds s&o, Unica e
exclusivamente compostos por HAp ndo existindo assim a presenca de fases secundarias como

oxido de célcio (CaO) ou fosfato tricalcico (a- TCP/B-TCP) em ambos as estruturas [36], [37].
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Figura 5 - Espectro de XRD dos p6s de HAp comercial e dos nano-bastonetes produzidos

A Figura 6 mostra-nos os difractogramas das matrizes produzidas pelo processo de
liofilizacdo. Para a amostra de CS é possivel observar os picos caractéristicos do material perto
dos angulos 20 de 10° e 20°, estando o primeiro um pouco atenuado devido ao ruido. Por ser
um polimero, este apresenta uma banda de 8-80 ° representativa da fase essencialmente amorfa
neste tipo de materiais. Nos espectros dos compdsitos é observavel os picos de maior
intensidade da HAp, intensificando-se para concentragfes mais elevadas. Verifica-se também
gue a medida que a concentracdo de HAp na amostra aumenta os picos relativos ao CS ficam

mascarados pelos da HAp, tal como a banda relacionada com sua a parte amorfa [38], [39].

—CS
——— 75CS-25HAp
—— 50CS-50HAp
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Figura 6 — Espectro de XRD das diferentes amostras produzidas pelo processo de
liofilizacdo
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3.4. FTIR

Com o intuito de observar os grupos funcionais da HAp comercial, nano-bastonetes e
amostras produzidas recorreu-se a espectroscopia de infravermelho por transformada de
Fourier. Ambos os espectros, Figura 7 e 8, foram identificados quantos aos modos de vibragéo
dos seus grupos funcionais. A partir do espectro da Figura 7, referente a HAp comercial e aos
nano-bastonetes produzidos, podemos observar a presenca de uma banda que se prolonga
entre os comprimentos de onda de 3600-2600 cm-L. Esta banda é relativa a Agua adsorvida pela
rede cristalina de ambos os pos. E também possivel averiguar em ambas as amostras, os modos
vibratorios estiramento simétrico dos grupos hidroxilos (OH") tipicos da HAp a 3570 cm? e a

630 cm1, este Ultimo observavel na figura 8 [40], [41].

—— HAp comercial
—— Nano-bastonetes
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Figura 7 - Espectro FTIR da HAp comercial e nano-bastonetes produzidos pela técnica de

liofilizac&o

Observando a Figura 8, ampliacdo da zona a cinzento do espectro de FTIR da Figura 7,
verificamos a presenca de varios modos de vibracdo das moléculas dos grupos fosfatos. Entre
1120-1020 cm-! podemos ver a banda relativa a deformacgéo angular dos grupos fosfatos (PO4%
) tal como entre os 600-560 cm™. Ainda no que respeita ao grupo fosfato (PO4%) podemos
observar a 960 cm* 0 modo vibratorio estiramento simétrico. Por sua vez, é visivel a 1460 cm-!
e a 870 cm® 0 modo estiramento simétrico dos grupos carbonatos (COs??) presentes na HAp.
Estes sugerem a presenca de um HAp do tipo B, caracteristica da substituicdo dos grupos
fosfatos (PO43") por grupos carbonatos (CO3%). Por fim é ainda observavel um modo de vibragao
estiramento simétrico do grupo nitrato a 1380 cm! para os nano-bastonetes, sendo estes um

residuo comum proveniente da sua etapa de produgéo [40], [41].
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Figura 8 - Ampliacdo de uma zona do espectro de FTIR da figura 7

Tal como nos ceramicos falados anteriormente, recorreu-se a técnica de FTIR para analisar
0s grupos funcionais presentes nas matrizes de CS e CS/HAp. Ao observar o espectro relativo a
matriz de CS na Figura 9, podemos verificar a presenca de uma banda relativa ao modo
estiramento simétrico das ligagGes N-H e O-H, com dois picos distintos a 3353 cm-! e a 3288 cm-
1e a presenca de uma outra banda com um pico de maior intensidade em 2870 cm-! relacionada
ao mesmo modo de vibracdo das ligacdes C-H. Partindo para a figura 10, ampliacdo da zona a
cinzento da figura 9, observa-se uma banda com um pico em 1655 cm? referente a amida | e
outro pico de maior intensidade em 1556 cm-* sendo este atribuido ao modo deformagé&o angular
das ligagbes N-H provenientes da amida Il e da amina. Aos picos 1408 cm? e 1376 cm
correspondem respectivamente ao modo deformagé&o angular das ligagdes de —CHz e ao modo
deformacéo simétrica das moléculas -CHs. Aos 1316 cm-! encontra-se o pico relativo & amida Ill.
Por fim, aos 1150 cm-! observa-se o modo estiramento anti-simétrico das ligacdes C-O-C e aos
1062 cm? e 1027 cml o modo estiramento simétrico das ligagdes C-O. A medida que
aumentamos a concentracdo de HAp nas amostras, picos relativos ao CS tendem a diminuir

enquanto que picos referentes a HAp comegam a tornar-se mais definidos [21], [42], [43].
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Figura 9 - Espectro FTIR das diferentes amostras produzidas pelo processo de liofilizacdo
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Figura 10 - Ampliacédo de uma zona do espectro de FTIR da figura 9

3.5. DSC-TGA

De modo a estudar a perda de massa e as variagdes de entalpia do pé comercial de CS e
das matrizes de CS produzidas fez-se uma andlise diferencial térmica assim como uma analise
termogavimétrica. Pela observacdo dos graficos presentes nas Figuras 15 e 16, podemos
verificar a presenga de um pico endotérmico a temperatura de 60 °C para o CS e a temperatura
de 69 °C para a matriz de CS. Esse pico é descrito como o pico relativo a perda de massa em
agua adsorvida pelos grupos hidrofilicos destes materiais. A percentagem de massa perdida para
ambas as amostras foi cerca de 12% comecando desde a temperatura ambiente até a
temperatura de 130°C para o p6 e 110° C para a matriz. E ainda observavel outra perda por parte
da matriz de CS entre os 110-220 °C. Esta perda pode estar relacionada com a decomposi¢ao
de grupos acetil, provenientes do seu processo de producado. Por volta dos 300 °C, 310 °C para
0 CS e 293 °C para a matriz de CS encontramos o pico exotérmico relativo a decomposicao dos
grupos amida. O decréscimo na estabilidade térmica da matriz de CS, comparada a do p6, pode
estar relacionada com a presenca de acido acético, que ira influenciar a cinética de degradagédo
da amostra. Dos 300 °C até aos 650° C as amostras perdem respectivamente 63% e 53% da
sua massa, perdendo um total em massa de 75% e 70% desde o inicio do ensaio. E ainda
possivel verificar um pico endotérmico, ndo muito comum na literatura, a 370° para o p6 e a 390
°C para a matriz que pode indicar a presenca de residuos derivados do processo de purificacao
do quitosano ou da decomposicdo de subprodutos criados pela decomposi¢cdo da amida [44],
[45], [46], [47] ,[48].
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Figura 12 - Espectro DSC-TGA de uma amostra de CS produzida pelo processo de
liofilizacé@o

3.6. Porosimetria de Mercurio

A porosidade das amostras, indexadas na Tabela 1, medida atraves da técnica de
porosimetria de mercrio, foi superior a 95% para a amostra de CS e 75CS-25HAp e superior a
91% para a amostra de composicdo 50CS-50HAp. Tal como referido anteriormente pela analise
por SEM, a porosidade das amostras diminui com o aumento da HAp presente na sua estrutura.
Porém, devido ao ensaio da porosidade ter sido feito apenas com uma amostra de cada
composicao e as amostras apresentarem uma grande variabilidade, a amostra de 75CS-25HAp
apresenta uma porosidade mais elevada que a de CS. Foi ainda possivel calcular o volume total

de poros em cada amostra. Analisando os valores, verificamos que tal como na porososidade, a
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amostra com maior volume de poros é a de CS, diminuido esse valor a medida que a

concentracdo de HAp vai aumentando na composicdo das matrizes.

CS 75CS-25HAp 50CS-50HAP
Porosidade (%) 95,9 96,0 91,2
Volume total de 073 066 0.50

poros (cm?)

Tabela 1 - Valores da porosidade, e volume total de poros para uma amostra de cada
composi¢ao, produzidas pelo processo de liofilizagao

3.7. DRS

Através da analise de DRS foi possivel estudar a variacdo das propriedades eléctricas e
dieléctricas das matrizes produzidas em funcéo da frequéncia e da temperatura. As Figuras 13,
14 e 15 mostram-nos os graficos da condutividade ac, oa, em fungdo da frequéncia e da
temperatura, sendo visivel o aumento da condutividade com o aumento das mesmas. Para
frequéncias e/ou temperaturas mais baixas as amostras apresentam um patamar onde a sua
condutividade é pouco variavel. E visivel para todos os graficos da oac, a presenca de um pico,
no fim do espectro, a temperatura de 400K e a frequéncia de 1 GHz. Através da andlise dos
graficos verificamos que, a amostra de CS atinge um valor de condutividade mais elevado (Oac=
1,635x10-°[Q.m]1), seguida da amostra de 75CS-25HAp (0ac= 1,355x10° [Q.m] 1) e da amostra
de 50CS-50HAp (0ac= 1,280x10° [Q.m]1). As Figuras 16, 17 e 18 sao relativas a componente
real da permitividade, €', em fungéo da frequéncia e da temperatura onde é visivel um aumento
da mesma a medida que a frequéncia diminui e a temperatura aumenta. Supfe-se que este
fendmeno esteja relacionado com algum tipo de mecanismo de polarizacao do material visto que
0 mesmo acontece para os graficos da componente imaginaria da permitividade, €” [49] (ver
APENDICE A). Verifica-se que dentro dos intervalos estudados, a amostra de CS apresenta um
maior valor desta propriedade (¢'= 35,60) seguido da amostra de 75CS-25HAp (¢'= 35,40) e da
amostra de 50CS-50HAp (¢'= 33,80). Por fim encontram-se as Figuras 19, 20 e 21, estando
nestas representadas a componente imaginaria da permitividade, €”, em funcéo da frequéncia e
da temperatura. Esta vai aumentar a medida que a frequéncia diminui e a temperatura aumenta.
Mais uma vez observa-se que dentro dos intervalos estudados a amostra com maior valor desta
propriedade é a amostra de CS (¢’= 227,0), seguida da amostra de 75CS-25HAp (¢’= 147,0) e
da amostra de 50CS-50HAp (¢”’= 52,20). E ainda visivel, nos gréaficos relativos a amostra de
50CS-50HAp a existéncia de um segundo pico entre o intervalo de temperaturas de 300 a 360
K. Tal pico deve-se, possivelmente, a presenca de moléculas de agua na sua estrutura,
incorporada pela amostra ao longo de todo o processo de producao e armazenamento devido

aos valores de intervalo em que este se encontra [50].
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Figura 15 - Espectro de DRS da condutividade ac em fungéo da frequéncia e da

temperatura para uma amostra de 50CS-50HAp
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Figura 16 - Espectro de DRS da componente real da permitividade em funcéo da frequéncia

e da temperatura para uma amostra de CS
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Figura 17 - Espectro de DRS da componente real da permitividade em fungéo da frequéncia
e da temperatura para uma amostra de 75CS-25HAP

Figura 18 - Espectro de DRS da componente real da permitividade em fun¢éo da frequéncia
e da temperatura para uma amostra de 50CS-50HAp
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frequéncia e da temperatura para uma amostra de CS

Figura 20 - Espectro de DRS da componente imaginaria da permitividade em funcéo da

frequéncia e da temperatura para uma amostra de 75CS-25HAp
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frequéncia e da temperatura para uma amostra de 50CS-50HAp



Na Tabela 2, encontram-se os valores das propriedades obtidas pelos espectros de DRS a
frequéncia de 10 kHz e a temperatura de 300 K. Como é verificavel através dos graficos de DRS
anteriormente vistos o valor das propriedades diminui a medida que a concentracdo de HAp
aumenta nas amostras. Na tabela observamos esse decréscimo das amostras de CS para as de
75CS-25HAp mas comparando aos valores das amostras de 50CS-50HAp existe um aumento
nestes, em relagdo com os anteriores. Isto deve-se ao facto, ja visto anteriormente, da presenca
de 4gua na amostra a esta temperatura, que faz aumentar os valores das suas propriedades
relativamente ao seu valor real comparativamente com as outras amostras.

Foi ainda possivel calcular, através da equacgéo de Arrhenius, a energia de activagao, Ea,
de cada amostra a uma frequéncia de 10 kHz para temperaturas superiores a 300 K. Para isso
construiu-se um grafico In oac vs. 1000/T e a partir do declive das rectas obtidas foi possivel o
célculo dos seus valores como é visivel na Figura 22. E observavel a diminuicio deste valor a

medida que a concentracdo de HAp aumenta nas amostras.

—a—CS
~134 —e— 75CS-25HAp|
—4— 50CS-50HAp

In (o) (.m)" [a 10kHZ]

24 2,7 3,0 33
1000/T (K™)

Figura 22 - Espectro de DRS de In gac em fungéo de 1000/T a frequéncia de 10 kHZ, das

amostras produzidas pelo processo de liofilizagdo

Oac (Q.m)1(x 108) g €7 (x102) Ea (eV)
CS 3,60 5,98 6,47 0,46 + 20%
75CS-25HAp 2,83 5,02 5,09 0,43 + 6%
50CS-50HAp 3,84 4,39 6,90 0,34 £ 21%

Tabela 2 - Valores das constantes eléctricas, dieléctricas e energia de activacdo de uma

amostra de cada composicao, a temperatura de 300 K e a frequéncia de 10 kHz
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3.8. TSDC

Com o intuito de estudar a resposta eléctrica das matrizes produzidas em funcdo da
temperatura, realizaram-se ensaios de TSDC em amostras com superficies ndo polarizadas,
polarizadas positivamente e polarizadas negativamente. As amostras foram sujeitas a um
aguecimento com taxa de 2°C/min, desde a temperatura ambiente até 130°C onde por sua vez,
nas amostras polarizadas, foi aplicado um campo de +450 V.mm- durante 1 hora e feito
posteriormente um arrefecimento rapido da amostra com o campo aplicado de modo a aprisionar
as cargas e dipolos da mesma. A Figura 23, apresenta alguns dos TSDC feitos nas amostras de
CS e amostras de 75CS-HAp, de acordo com a polarizagéo aplicada, passado 1 hora entre a
remog&o da polarizacdo e a aquisicido da corrente de despolarizagéo. E visivel, em todas as
amostras, a presenca de um pico entre o 30°C e os 80°C. Da andlise feita anteriormente por
DSC, presume-se que esse pico seja relativo & agua incorporada pelas amostras derivada do
seu processo de fabrico e do tempo de armazenamento das mesmas. Verifica-se que os valores
de densidade de carga destes picos sdo mais elevados para as amostras de 75CS-25HAp o que
indica uma maior concentracéo de agua nestas amostras possivelmente pelo presenca da HAp
servir como um barreira, inpendido assim a saida de agua na amostra e do maior tempo de
armazenamento das mesmas. E observavel pela Figura 23a, que as amostras de CS produzidas,
sem qualquer tipo de polarizacédo, apresentam um pico de intensidade -5x10-% A/m? perto dos
150°C provavelmente originario do processo de formacdo da matriz. J4 nas amostras de 75CS-
25HAp néo polarizadas, Figura 23b), este pico € inexistente possivelmente devido & incorporacéo
de HAp na matriz. Na Figura 23 a), € ainda visivel a presenca de um pico com uma densidade
de corrente de -3x107 A/m?, préximo da temperatura de polarizagdo, nas amostras que sofreram
polarizagéo positiva. Este pico, designado por pico aparente, tem a particularidade de aparecer
cerca de 20-30 °C acima da temperatura de polarizagao a que o campo aplicado e a temperatura
de polarizagdo séo suficientemente elevados e o material suficientemente isolante [51].
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Figura 23 - TSDC das amostras produzidas pelo processo de liofilizagdo, 1 hora ap6s
polarizacdo: a) CS; b) 75CS-25HAp;
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Para as amostras de 75CS-25HAp polarizadas positivamente, verificamos um aumento em
modulo da densidade de corrente a medida que a temperatura aumenta mas sem observacao
nenhuma de pico aparente. Isto pode ser explicado pelas razées anteriormente descritas, sendo
que a adicdo de HAp ao CS torna o material menos susceptivel a polarizacdo, o que seria
necessario um aumento do campo aplicado para verificar o seu aparecimento dentro do intervalo
de temperaturas estudado. Por fim, relativamente a ambas as amostras, verifica-se que o pico
aparente da polarizacdo ndo se manifesta has amostras sujeitas a polarizacdo negativa nestas

condi¢des de ensaio.

Através do calculo integral das areas dos gréaficos de TSDC obtidos anteriormente, foi ainda
possivel calcular a densidade de carga de cada amostra tal como a energia de activacéo, Ea, e
tempo de relaxacéo a 37°C, 1, através da aplicacdo da a equacgdo de Arrhenius In T em funcdo
de 1000/T, presente na Figura 24 (APENDICE A). Ao consultar a Tabela 3, verifica-se que as
amostras polarizadas positivamente sdo as que apresentam um maior valor de carga em médulo
sendo que o modulo de cargas das amostras sem polarizacdo e com polarizacdo negativa é
praticamente idéntico. E de notar que as cargas das amostras exibem valores na mesma ordem
de grandeza sendo o0 médulo de carga das amostras de CS mais elevada. Observa-se que as
energias de activacdo obtidas sdo menores que as calculadas anteriormente pelo grafico DRS
de In oac em fungdo de 1000/T a frequéncia de 10 kHZ mas apresentam a mesma ordem de
grandeza. Verifica-se que as amostras de 75CS-25HAp s&o as que apresentam maior valor desta
propriedade possivelmente devido a maior incorporacdo de agua pelas amostras ou devido a
ocorréncia de algum tipo de mecanismo de polarizacdo nestas condi¢Bes de ensaio, visto 0s
ensaios TSDC serem o equivalente de um ensaio de DRS a frequéncia de 10 Hz. Os tempos
de relaxagdo médio das amostras sdo maiores nas matrizes que apresentam HAp na sua
composicao e estas, apresentam uma variagao inversamente proporcional com a sua energia de
activacdo. Para as amostras de CS, a amostra polarizada positiva € a que apresenta uma maior
valor desta propriedade seguida da amostra polarizada negativamente e da amostra sem
polarizagdo. Ja nas amostras de C75CS-25HAp a amostra com maior tempo de relaxacdo é a

amostra polarizada negativamente, seguida da polarizada positivamente e da sem polarizacao.
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Figura 24 — Gréfico de In T em funcao de 1000/T obtido através dos gréaficos de TSDC
das amostras, 1 hora apdés polarizagdo: a) CS; b) 75CS-25HAp;
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Sem Polarizacdo Polarizacédo

Polarizacéo Positiva Negativa
Carga (C/m?) (x104) -1,31 -9,05 2,07
es Ea (eV) 025+9%  0,20+6% 024 +4%
T & 37 °C (segundos) 358+ 24% 561+ 11% 380 + 12%
Carga (C/m?) (x10%) -1,59 -5,24 0,75
75CS-25HAp Ea (eV) 053+17% 0,26+ 13% 0,20 + 6%

T a 37 °C (segundos) 545+ 17% | 626 + 34% 898 + 12%

Tabela 3 — Valores médios das cargas espaciais, energias de activagdo e tempos de
relaxagdo médios das amostras de CS e de 75CS-25HAp, calculados apartir dos graficos

de TSDC 1 hora apés polarizagdo

Visto as amostras polarizadas positivamente apresentarem uma maior densidade de carga,
estudou-se o decaimento da mesma fazendo variar o tempo entre o fim da polarizacdo e a
aquisicdo da corrente de despolarizacdo. Como era de esperar, ao observar as Figuras 25a) e
25b), quanto maior for a variagdo de tempo entre a aquisicdo da corrente de depolarizacdo e a
remoc¢éo do campo eléctrico, menor serd a sua densidade de carga. Verifica-se também, com o
auxilio da Tabela 4, que ao fim de 7 dias as amostras apresentam uma densidade de carga

inferior em quase duas ordens de grandeza comparativamente a carga 1 hora ap6s polarizagéo.
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Figura 25 — Estudo do decaimento de carga apartir do TSDC das amostras produzidas pelo

processo de liofilizagéo, polarizadas positivamente: a) CS; b) 75CS-25Hap;

1 hora 1dia 3 dias 7 dias
) CS -8,78x104 -1,89x104 -1,49x10* -3,14x10°
Densidade de
Carga (C/m?) 75CS-25HAp  -5,03x10* -1,61x10* -8,83x10° -7,91x10

Tabela 4 - Valores da carga espacial das amostras, provenientes do estudo de decaimento

de cargas das amostras de CS e 75CS-25HAp, polarizadas positivamente
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3.9. Culturas Celulares

De modo a estudar a biocompatibilidade das nossas amostras foram semeadas 30.000
células do tipo SAOS-2 em cada poco de cultura. As amostras utilizadas foram polarizadas num
intervalo de 3 dias de maneira a que a carga das amostras permanece-se 0 mais igual possivel.

Para o célculo inicial dos valores da taxa de adeséo das células, as amostras ficaram 24
horas numa incubadora a 37°C e numa atmosfera com 95% de humidade e 5% de CO2. No
célculo das absorvancias foi ainda necessario utilizar um factor de correccéo pois devido a
elevada porosidade das amostras, torna-se impossivel retirar todo o liquido de cada poco de
ensaio fazendo diluir assim o meio com resazurina (ver em APENDICE B). Este factor de
correccao foi aplicado nas absorvancias dos pogos das amostras de controlo de meio material.
Visto as amostras de 50CS-50HAp se desfazerem no meio de cultura, devido possivelmente a
falta de adesé&o entre os dois materiais, ndo foi possivel calcular os valores das suas taxas de
adeséo e de proliferacdo celular.

Como é observavel pela Figura 26, verificamos que existe uma melhor taxa de adeséao para
as amostras de 75CS-25HAp, com valores superiores a 25%, em comparagao com as amostras
compostas Unica e exclusivamente por CS, valores entre 15-20%. Este aumento pode estar
relacionado com a morfologia das amostras, devido a rugosidade que a HAp confere as matrizes,
aumentando assim a adesdéo celular [25]. Relativamente as amostras de 75CS-25HAp, constata-
se também que a adeséo celular € maior nas amostras onde foram aplicadas uma polarizacdo

eléctrica negativa, ou seja, com superficies de carga positivas.
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Figura 26 - Taxas de adesdo das amostras de CS e 75CS-HAp, com e sem polariza¢éo

As Figuras 27 e 28, apresentam os gréaficos da proliferacdo das células comparativamente
com o numero de células semeadas inicialmente em cada poco. Para ambas as amostras
verificou-se que desde o 1° dia (adesdo) até ao 4° e 7° dia houve um aumento do niumero de
células em cada tipo de amostras. Da Figura 27, relativa as amostras de CS, observou-se um

aumento de cerca de 200% do 1° para o 4° dia de incubacéo, nas amostras sem polarizacdo e
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um aumento de 250% nas amostras com polarizacdo positiva. JA& as amostras polarizadas
negativamente sofreram um aumento superior a 300%. Do 4° para o 7° dia de incubacéo,
observou-se um aumento significativo apenas nas amostras polarizadas negativamente,
passando a ter uma populacao de cerca de 4 vezes superior em relacéo as células aderidas as
matrizes no 1° dia. As amostras de 75CS-25HAp, Figura 28, apresentam um aumento de cerca
de 300% do 1° para o 4° dia na incubadora e tal como nas amostras de CS, a amostra polarizada
negativamente € a que apresenta uma melhor taxa de proliferacéo ao fim de 7 dias de incubagéo.
As amostras sem polarizacdo e com polarizacdo positiva tiveram um aumento 420% enquanto
gue as polarizadas negativamente obtiveram um aumento de 440% das suas células ao longo
dos 7 dias.
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Figura 27 - Taxa de proliferacdo para 4 e 7 dias de incubacgédo, das amostras de CS, com e

sem polarizacao
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Figura 28 - Taxa de proliferacdo para 4 e 7 dias de incubacgédo, das amostras de 75CS-

25HAp, com e sem polariza¢do
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3.10. Ensaios de bioactividade

Para verificar a deposicao de fosfatos de calcio nas amostras recorreu-se ao ensaio de SBF
numa solugéo de concentragao 1.5x. Depois de colocadas a uma temperatura de 37° C de acordo
com varios periodos de incubagédo, as amostras foram liofilizadas e levadas a SEM-EDS para
observar a sua estrutura morfoloégica e posterior analise elementar. A Figura 29, mostra as
superficies de varias amostras de CS, com e sem polarizacdo. Nestas amostras o Unico tempo
de ensaio em que se fez observar uma deposicdo de fosfatos de calcio foi o de 7 dias. Em todos
os restantos tempos, s6 foram observados cristais de NaCl. Como é observavel nas figuras, o
polimero encontra-se praticamente coberto por uma camada mais clara, camada essa composta
por cristais de cloreto de sddio (mais pequenos) e cristais de fosfato de calcio (maiores com
geometria esferoidal). Nas figuras 29a), 29b) e 29c), podemos verificar que houve deposic¢do de
cristais em todas as amostras como também observar que a amostra que apresenta uma maior
deposicao de fosfatos de célcio é a da Figura 29a, relativa a amostra sem polarizacdo seguida
da amostra com polarizagdo negativa, Figura 29c). A Figura 29d), mostra a uma maior escala
ambos os cristais, sal e fosfatos de calcio, onde podemos facilmente observar o seu tamanho e
forma. Da sua andlise elementar feita por EDS, Figura 30, e através dos espectros 17 e 19

confirma-se a presenca de estruturas compostas maioritariamente por Ca e P como por Na e Cl.

Signal A = SE2 Fc EHT = 500KV Mag= 500X Date :3 Sep 2015
Zeiss Auriga ComaT o Aperture Size=60.00pm WD = 6.1 mm  Zeiss Auiiga Time :10:5651  cenmarion

: 1[. X
Sigr SE2  Date 3 Sep 2015 Fc EHT = 5.00kV Mag= 500KX Sig Date :3 Sep 2015 F

Aperture Size =60.00pm WD = 60mm  Zeiss Auriga Time 10:68:11  conmarnon Aperture Size = 60.00pm WD = 6.0mm  Zeiss Auriga Time 1104343 conmarion

BT g i D7 & Gu

Figura 29 - Imagens SEM das amostras de CS imersas 7 dias em SBF a temperatura de
37°C: a) sem polarizacéo; b) com polariza¢do positiva; c) com polarizacdo negativa; d)
cristais de sal e de fosfatos de cacio precipitados nas amostras;
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Figura 30 - Imagem SEM de uma amostra de CS, imersa 7 dias em SBF a temperatura de
37°C e respectivos espectros EDS

Através da Figura 31, superficies das amostras de 75CS-25HAp depois de imersas durante
1 dia em SBF, verifica-se a existéncia de fosfatos de calcio onde estes, preferencialmente,
precipitam sobre a HAp presente na matriz. Nestas verifica-se, tal como nas amostras de CS,
gue existe uma maior deposi¢do sobre a superficie da amostra ndo polarizada, Figura 31a),

seguido da amostra com polarizacdo negativa, Figura 31c). Da Figura 31d), ampliagdo de uma
a existente.

zona das amostras, observa-se a presenga dos fosfatos de célcio sobre a HAp j
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Figura 31 - Imagens SEM das amostras de 75CS-25HAp imersas 1 dia em SBF a
temperatura de 37°C: a) sem polarizacéo; b) com polarizacdo positiva; c) com polariza¢do

negativa; d) cristais de sal e fosfatos de céacio precipidados sobre a HAp das amostras;
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Apesar da amostra de 75CS-25HAp sem polarizacdo apresentar, para um tempo de
incubacéo de 1 dia, uma maior deposicao de fosfatos de calcio sobre os seus cristais de HAp,
ao fim de 7 dias a amostra que apresenta uma melhor evolugéo e crescimento destas estruturas
€ a amostra que foi sujeita a polarizagdo negativa, apresentada na Figura 32a). Também é

observavel, pela Figura 32b), que ao fim de 7 dias imersas em SBF, as amostras apresentam a

deposicao de uma ligeira camada apatitica por toda a sua estrutura.

Mag= 150X  SignalA Date 25 Sep 2015 FB&:
Time :10:11:27 CENIMAT E3H

polarizacdo negativa; b) camada de fosfatos de célcio formada por toda a amostra;

Foi ainda feita um andlise elementar por EDS, nas superficies das amostra imersas durante
1 dia em SBF para confirmar a presenca de fosfatos de calcio na sua estrutura. Através da Figura
33 e dos espectros 16 e 17 pode-se observar a presenca de Ca e P em toda a estrutura das
amostras com uma maior intensidade destes elementos sobre a zona relativa aos precipitados.
Através destas analises, calculou-se a razdo atOmica entre estes dois elementos para as
amostras de CS e 75CS-25HAp. Nas amostras sem polarizacéo, a razdo Ca/P dos fostatos de
célcio, varia entre 1,80-1,82 aumentando nas amostras polarizadas positivamente, 2,22-1,83,
sendo que as amostras polarizadas negativamente sdo as que apresentam valores mais baixos

da mesma 1,72-1,54, verificando assim a deposi¢éo preferencial de estruturas ricas em calcio.
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Figura 33 - Imagem SEM de uma amostra de 75CS-25HAp, imersa 1 dia em SBF &
temperatura de 37°C e respectivos espectros EDS
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Conclusodes e perspectivas futuras

O processo de osteointegracdo € um processo muito complexo sendo por isso afectado por
varios factores sendo um deles a polarizacao dos materias implantados. Este trabalho teve como
principal objectivo estudar a bioactividade e a cultura celular de matrizes porosas de CS e
CS/HAp com e sem a influéncia de polarizacao eléctrica.

Inicialmente produziram-se nano-bastonetes de HAp, apartr de pos comerciais
micrométricos de HAp, por um processo de precipitacdo quimica. Estes foram liofilizados e
analisados em SEM, verificando assim a sua morfologia em forma de bastdes com um
comprimento préximo de 100 nm e largura entre 10-20 nm. Estes pés foram caracterizados em
analises de XRD e FTIR. Da andlise de XRD observa-se que os nano-bastonetes produzidos
mantiveram a sua estrutura cristalina e ndo houve aparecimento de fases secundéarias durante o
seu processo de fabrico. Da andlise de FTIR constata-se a formacdo de estruturas apatiticas
com bandas caracteristicas entre os 1100 cm-! e 900 cm- tal como a ligeira presenca de ides
CO2* na sua estrutura.

As matrizes de CS e CS/HAp foram produzidas pela técnica de liofilizacdo e analisadas em
SEM onde foi possivel confirmar a producdo de matrizes com alto indice de porosidade e a
distribuicdo homogénea dos nano-bastonetes por toda a matriz. As técnicas de XRD e FTIR
serviram para investigar a estutura das matrizes produzidas verificando assim o aumento dos
picos caractericos da HAp a medida que a sua concentragdo aumenta nas amostras. A
porosidade das matrizes foi calculada por Porosimetria de Mercario onde se confirmaram
porosidades acima de 90%. Pela técnica de DSC-TGA é possivel notar-se que as amostras de
CS ndo se encontram totalmente secas, contendo 4gua na sua estrutura proveniente do seu
processo de produgdo ou tempo de armazenamento e que as amostras apresentam restos de
acido acético na sua composicao.

O mesmo se pode concluir da caracterizagdo eléctrica e dieléctrica das amostras
constatando-se que as matrizes tem uma certa facilidade de incorporar agua na sua estrutura.
Da sua andlise de DRS verifica-se que a 0ac aumenta com o aumento da frequéncia e da
temperatura tendo um pico onde estes valores sdo maximos. A medida que a concentragio de
HAp aumenta nas amostras, menores sdo os valores da sua Oac. Para €’ e €” estes aumentam
com a diminuicao da frequéncia e com o aumento da temperatura sendo por isso perceptivel um
mecanismo de polarizagdo nas amostras. Tal como na Oac, estes valores diminuem a medida
gue a concentracao de HAp aumenta nas amostas.

Dos ensaios de TSDC é possivel observar que o CS sem polarizagdo apresenta um pico
entre os 150-160 °C proveniente da libertagdo de algum tipo de mecanismo no polimero a esta
temperatura e que a adicdo de HAp faz desaparecer esse mesmo mecanismo. Ainda é possivel
verificar que para as condi¢cdes estudadas as amostras de CS polarizadas positivamente
apresentam um pico relativo a polarizacdo sendo visivel o deslocamento deste pico para
temperaturas superiores nas amostras de 75CS-HAp polarizadas positivamente. As amostras de

CS sédo as que apresentam uma maior densidade de carga em modulo e as que apresentam
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menores picos relativos a incorporagédo de dgua. Para ambas as composi¢des, a amostra sem
polarizacdo é a que apresenta uma maior energia de activacdo, Ea. O tempo de relaxacao, t, €
superior nas amostras de 75CS-25HAp e verifica-se que quanto maior o valor da Ea, menor este
sera. Os tempos de relaxagdo médio das amostras estdo compreendidos entre os 6 e 15 minutos,
valores comuns para materiais poliméricos, o que significa que para estas condi¢cdes as amostras
mantém a sua polarizacdo durante curtos periédos de tempo. Porém existem certas cargas nas
amostras, embora uma minoria, onde t € muito superior visto que pelo estudo de decaimento
de cargas, as amostras apresentam uma carga residual ao fim de 7 dias e visto ser susceptivel
o efeito das polariza¢Bes durante as culturas celulares in vitro e durante o SBF.

Nos ensaios de culturas celulares, verificam-se que as taxas de adeséo e proliferacdo das
células sdo mais elevadas nas amostras de 75CS-25HAp destacando as amostras polarizadas
negativamente que apresentam melhores valores para ambas as taxas.

Por fim, apos os ensaios de bioactividade em SBF 1.5x, foi possivel observar no SEM a
morfologia da superficie das amostras observando que ao fim de 7 dias imersas em SBF e a
uma temperatura de 37°C, existe precipitacdo de fosfatos de calcio nas amostras de CS sendo
que nas amostras de 75CS-25HAp essa precipitagéo da-se ao fim de 1 dia de incubac&o. E ainda
observavel que ao fim de 7 dias as amostras de CS nao polarizadas sdo as que apresentam
maior concentracdo de fosfatos sendo que nas amostras de 75CS-25HAp séo as polarizadas
negativamente. Nas amostras de 75CS-25HAp é verificavel que existe uma precipitagcao
preferencial de fosfatos sobre a HAp ja existente e que ao fim de 7 dias hd uma ligeira camada
apatitica que cobre toda a superfice do compésito. Atraves da técnica de EDS confirmou-se a

formacado de CaP, preferencialmente, com razdes atomicas Ca/P superiores aos da HAp.

Através deste trabalho foi possivel demonstrar a biocompatibilidade de matrizes porosas de
CS e CS/HAp tal como verificar melhorias significativas na sua bioactividade quando sujeitas a
polarizacédo eléctrica. Estes materiais demonstraram assim ser promissores para aplicacdes
futuras. Porém ainda existe uma grande necessidade de optimizagdo de varios aspectos, o que
seria interessante:
e Melhorar o processo de producdo das amostras de maneira a estas apresentarem uma
maior homogeneidade e uma menor variabilidade.
e Aplicar algum tratamento superficial na HAp de modo a que a coeséo entre o0 CS e HAp
aumente, possibilitando a producéo e caracterizagao de matrizes com uma %HAp = 50.
e Estudar as propriedades mecénicas em regime de compresséo, das matrizes secas e
hdmidas.
e Analisar por DCS e TSDC amostras de CS, neutralizadas em etanol e liofilizadas, de
modo a perceber a influéncia do acido acético na sua estrutura.
e Aumentar o campo eléctrico de polarizacdo para as amostras de CS/HAp.
¢ Aumentar o nimero de réplicas das amostras nos ensaios de cultura celular in vitro de
maneira a minimizar o erro associado e prolongar os tempos de incubacéo.

e Estudar por micrografia confocal a proliferacdo das células nas amostras.
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APENDICE A: Técnicas de Caracterizagio

Microscopia Electronica de Varrimento (SEM-EDS)

A microscopia electrénica € o ramo da microscopia que recorre a interacgfes entre um feixe
de electrbes altamente energético e uma amostra de modo a extrair informacdes morfologicas
do material em estudo. Mediante a utilizacdo da técnica de microscopia electrénica de
varrimento, é possivel observar e caracterizar materiais heterogéneos organicos ou inorganicos
a escala nano (nm) ou micrométrica (um), devido a sua grande profundidade de campo. Esta é
uma técnica que apresenta um poder de ampliacdo de 10 a 1.000.000 vezes com resolucdes
acima dos 5A. O seu principio de funcionamento baseia-se na incidéncia de um feixe de electrdes
altamente acelarados que interagem com a matéria da amostra gerando um conjunto de sinais,
captados por varios detectores incorporados no microscopio. Os electrdes de maior relevancia
para a formagdo da imagem séo os electrbes secundarios e os retrodifundidos, uma vez que
actuam nas superficies das amostras. As energias envolvidas neste processo andam na casa
dos 1-100keV e a intensidades da sua emissdo varia consoante a amostra. Amostras que
apresentam na sua estrutura electrdes fortemente ligados, como o caso dos polimeros,
ceramicos e componentes organicos, requerem uma metalizacdo prévia sobre a amostra, por
um material condutor. Para a determina¢éo da andlise quimica elementar da amostra, analise
EDS, utiliza-se um detector de raios-X capaz de obter a composicdo da amostra huma

determinada zona micrométrica [52].
Difracgdo de Raios-x (XRD)

A difraccao de raios-X é uma técnica que permite obter informacéo sobre a miscroestrutura
de um determinado material fazendo incidir um feixe de raios-X no material, causando assim
interferéncias construtivas responséveis pelo padrdo de difrac¢do caracteristico que surge
quando o sélido cristalino € irradiado. Uma vez que os comprimentos de onda dos raios-X sédo
aproximadamente iguais as distancias entre os planos atémicos dos sélidos cristalinos, quando
um feixe de raios-X colide com um sélido cristalino, produzem-se picos reforcados de radiagéo,
de diversas intensidades. A intensidade desses picos € obtida pela aplicagdo da lei de Bragg,
nA=2dsenB, que relaciona a distancia entre os planos cristalogréaficos, d, o comprimento de onda
dos raios-x incidentes, A, com o angulo de difrac¢do dos planos cristalograficos, 8. Existindo uma
relagdo entre o angulo de incidéncia, 6, e a distancia, d, entre os planos e o comprimento de
onda, A, dos raios-X incidentes, as reflexdes reforcam-se umas as outras, dizendo-se que as
reflexdes estdo em fase. Porém, se o angulo 6 ndo satisfaz a condi¢cdo para que as diferentes
reflexbes estejam em fase, estas interferem umas com as outras e o feixe é fraco ou nulo. Os
planos de difrac¢céo, assim como as suas respectivas distancias interplanares, densidades dos
atomos ao longo de cada plano cristalino e o padrdo de difraccdo por ela gerado, sdo

caracteristicas especificas e Unicas de cada substancia cristalina [53].
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Espectroscopia de Infravermelho por Transformadas de Fourier (FTIR)

A técnica de FTIR uma das principais técnicas de caracteriza¢do quimica, sendo bastante
Gtil na identificagcao de grupos funcionais e de compostos quimicos organicos ou inorganicos no
estado solido, liquido ou gasoso, podendo ser utilizada para quantificar componentes de misturas
desconhecidas. Da utilizacdo desta técnica resultam espectros, caracteristicos de cada
composto, que permitem deduzir a composi¢cdo da amostra em questdo a partir das ligacdes
presentes ou através da comparacéo do espectro obtido com um de referéncia.

Os espectros de FTIR sdo obtidos por absorcdo da radiacdo infravermelha. Esta absorcéo
de radiacdo causa alteracfes no estado vibracional das ligagBes covalentes entre os &tomos, ou
moléculas, e, deste modo, quando a frequéncia da radiagdo incidente € préoxima de uma
frequéncia natural de vibracdo da rede, ocorre a absorcao da energia e 0 aumento da amplitude
de vibragéo das ligacdes covalentes entre os atomos e grupos de &tomos. Atendendo a mecéanica
quantica, estas frequéncias correspondem ao estado fundamental (estado de menor frequéncia)
e a varios estados excitados (estados com frequéncias mais elevadas). Assim, a absor¢éo da
radiacdo ocorre apenas em determinadas regides do espectro que dependem de factores como
o0 tipo de ligacdes presentes, atomos envolvidos e o préprio modo de vibragdo. De um modo
geral, os modos de vibracdo podem ser divididos em dois grandes tipos: estiramento, que
envolve mudancgas na distancia de ligacédo e, consequentemente, na distancia interatdmica, e
deformacgdo angular, que envolve mudangas no angulo da ligacdo ou na posicéo relativa dos
atomos na molécula [54].

A aquisicdo do espectro de FTIR pode ser feita no modo de transmisséo, detectando a
irradiadncia que atravessa a amostra, ou no modo de absor¢céo, medindo a irradi&ncia absorvida

pela amostra.
Andlise Diferencial Calorimétrica e Termogavimetria (DCS-TGA)

A andlise por DCS é uma técnica que mede a diferenca de calor necessaria para elevar
atemperatura de uma amostra referencial e da amostra que se quer analisar. Ambas as amostras
sdo mantidas a mesma temperatura ao longo do processo e aquecidas a uma taxa de
aguecimento constante numa atmosfera controlada. O principio fundamental subjacente a esta
técnica é que, ao sofrer uma transformacéo fisica, tal como uma transicao de fase, a amostra ira
precisar de um maior ou menor fluxo de calor para manter-se a mesma temperatura que a nossa
referéncia. Essa diferenca de fluxos ira indicar a presenca de um processo endotérmico ou
exotérmico na amostra, a uma determinada temperatura [55]. Por exemplo, na transi¢édo de fase
de um soélido para um liquido mais energia tera de ser fornecida a amostra para esta manter-se
a mesma temperatura indicado assim pela presenca de um pico endotérmico no grafico. Para
além de transicdes de fase é possivel ainda observar as transi¢des vitreas de um material e
calcular o seu grau de pureza. Acoplando uma balanca a este sistema pode-se ainda verificar a
variacdo de massa da amostra a medida que a temperatura aumenta indicando assim factores
como a decomposicdo da amostra, oxidacdo ou a presenca de compostos volateis.
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Porosimetria de Mercurio

A porosimetria de mercuario € uma técnica que permite obter a porosidade de amostras
porosas. As amostras sao colocadas num dilatémetro onde sé@o desgaseificadas por ac¢ao de
vacuo. O dilatbmetro é preenchido com mercurio e transferido para o porosimetro, onde ocorre
0 aumento gradual da presséo e a intrusdo do mercuario nas amostras. O volume de intrusdo é
registrado e os valores de pressdo sdo convertidos em valores de didmetro de poros
equivalentes, baseado-se na equacdo de Washburn, onde por sua vez é calculada a porosidade

da amostra. Todos os pardmetros séo calculados pelo software do equipamento [56].

Espectroscopia de Relaxacgédo Dieléctrica (DRS)

A espectroscopia de relaxacdo dieléctrica é uma técnica que permite a medicdo da
condutividade ac e da permessividade dieléctrica em func¢é@o da temperatura e da frequéncia pela
actuacdo de um campo eléctrico variavel ao longo do tempo numa amostra. Esta pode ser
aplicada em todos os materiais isolantes e semicondutores numa gama de frequéncias que se
estende ao longo de quase 18 ordens de grandeza, entre os 103 Hz e os 10'% Hz, Esta € uma
técnica sensivel a espécies dipolares ha amostra tal como a cargas localizadas do material capaz
de determinar a sua forga, cinética e interaccdes. Esta técnica apresenta uma grande
contribui¢cdo na caracterizagéo eléctrica e propriedades dieléctricas de materiais ndo condutores
ou semi-condutores e distingue-se das outras técnicas espectroscépicas, por ser especialmente

sensivel a interacgdes intermoleculares [57].
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Andlise de Correntes Termoestimuladas (TSDC)

A técnica de TSDC utiliza a mobilidade molecular como sonda de medigdo, sendo
particularmente adequada para materiais com caracter polar num intervalo de temperaturas
variavel entre 15-600 K e campos eléctricos de intensidade entre 10'-10* V/mm. Esta técnica
consiste na polarizacdo uniforme da amostra pela aplicagcdo de um campo eléctrico, Ep, a uma
temperatura constante de polarizacdo, Tp, durante um periodo de tempo, tp, suficientemente
grande para permitir que as diferentes unidades méveis do material se orientem sob a ac¢éo do
campo eléctrico dc. A configuragéo de polarizagéo é entéo “congelada” devido a uma diminuigédo
rdpida na temperatura, para uma temperatura To baixa o suficiente, de modo a que a mobilidade
molecular possa ser considerada nula. A temperatura To 0 campo é desligado e a amostra é
curto-circuitada durante um periodo de tempo to, para que se possa eliminar a carga espacial de
rapida relaxacgéo e estabilizar a amostra a esta temperatura. Por Ultimo, durante o aguecimento
a uma taxa de aquecimento constante, 3, 0 retorno ao equilibrio das entidades previamente
orientadas gera uma corrente de despolarizacéo, l4, que € registada, em funcéo da temperatura,

com um electrometro de elevada sensibilidade [58].
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Os fenomenos observados num espectro de TSDC, Figura 34, ocorrem devido a
sensibilidade da orientagcdo molecular, fragmentos ou dipolos ligados, e cargas livres (protdes,
ibes e electrdes) ao campo electromagnético ou electrostatico externo. Isto é, a orientagédo de
um sistema de dipolos e distribuicdo de cargas é caracterizada por determinadas “memorias”
estruturais e espaciais especificas para o material estudado. Caracteristicas dessa meméria
estdo relacionadas com a dependéncia do tempo/temperatura de relaxacdo dos dipolos (cargas
ligadas que causam relaxacéo dipolar), carga espacial e cargas livres (iBes, protdes e electrbes)
que fornecem relaxagcfes de corrente dc assim como relaxacdo da carga relacionada com o

mecanismo de Maxwell-Wagner-Sillars (MWS) associado a polarizagdo na interface [59].
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A partir dos espectros de TSDC calculou-se a carga de polarizacédo, Qp, inerente aos diferentes

processos de polarizacéo, utilizando-se para tal a equacgéo

1 (T

Qp = 5 [ J(D)ar Equagdo |

sendo J(T) a densidade de corrente, medida a temperatura T, e 3 a taxa de aquecimento.
Analisando a Tabela 4 verifica-se que com o aumento da intensidade do campo aplicado
aumenta a carga de polarizacdo, Qp, e a densidade de corrente maxima, Jmax.

Sabe-se que a polarizagéo induzida por um campo eléctrico DC diminui apés a remogédo do

mesmo, sendo a carga de polarizacéo (P) descrita como funcéo do tempo t pela expresséo:

apy _ P ®=ATMapy e

dt 7(T) Coar T B

Equacéo Il

Deste modo, a carga de polarizagdo residual a temperatura T pode ser expressa como:

P(T) = % [ 1(T)dT Equacgo 111
Partindo das equac®es Il, lll e J(T) = —BdP(T)/dT , T(T) pode ser representado por:

1 o ~
(T) = e fT J(r)dr Equagéo 1V

Assumindo que o tempo de relaxacao, r, pode ser descrito pela Lei de Arrhenius:
7(T) = 10 exp(EY/pr) Equagio V

onde 10 é o factor pré-exponencial, Ea a energia de activacao e k a constante de Boltzmann,

combinando a equacéo IV com a equacéo V resulta:
Ea 1 po ~
—+In70 = ln[E Jp J(MAT ] —1nj(T) Equagéo VI

Da equacéo VI verifica-se que a energia de activacdo, Ea, pode ser obtida pelo declive da recta

de regressao linear do gréfico obtido fazendo o termo do lado direito da equacéo VI versus 1/T,

sendo To calculado a partir da ordenada na origem desta mesma recta de regresséo linear.
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APENDICE B: Procedimentos Experimentais

Polarizag&do de matrizes de CS e CS/HAp

12 Fase - Polarizagéao

Escolher a amostra e medir o seu diametro e espessura (e).
Calcular a area (111?) e a tenséo a aplicar (V=E.e)

Abrir o Matlab e alterar o nome e as condi¢des do programa para:

B =2 °C/min Tt/ Tp=130°C Reset = 130 °C
(Nota: ndo esquecer de gravar 0 programa)

Colocar a amostra no setup, ligar o vacuo e iniciar o programa.
Desligar o vacuo aos 100 °C.
Aos 130 °C esperar 1 minuto e aplicar a tenséo calculada.
Ao fim de 5 minutos, medir o valor da corrente no electrometro.
Esperar 54 minutos até o programa parar de correr.
Fazer o reset ao controlador ao aparecer o valor 20°C no mesmo.
Colocar um frapé em volta do tubo do setup e aos 100 °C ligar a agua.
Aos 27 °C desliga-se a corrente e com a ajuda de uma pistola de ar, retira-se a agua ao
sistema.

Esperar 1 hora de intervalo para descarregar a amostra.

22 Fase - Ensaio TSDC

Abrir o Matlab e alterar o nome e as condi¢des do programa para:

B =2 °C/min Tt/ Tp =190 °C Reset=0°C
(Nota: ndo esquecer de gravar o programa)
Iniciar o programa e ao surgir o valor 20 °C no controlador, fazer o reset ao mesmo.
Colocar um frapé em volta do tubo do setup e aos 100 °C ligar a agua.

Aos 27 °C retira-se a 4gua ao sistema, com a ajuda da pistola de ar.
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Culturas Celulares

1° Dia — Esterilizacado dos materiais

e Colocar 5 pastilhas de cada composi¢cdo (amostras + controlo de meio material) em
frascos, devidamente identificados.

¢ Encher cada frasco com etanol até todas as pastilhas se encontrarem submersas

e Meter os frascos em vacuo durante 5 minutos.

e Lavar cada amostra com 1000 pl de PBS--, 2 vezes esperando 10 min entre lavagens.

e Lavar com 1000 ul de meio cada amostra, deixando 10 a 15 min na incubadora.

e Colocar 1000 pl de meio em cada pogo de amostra e levar a incubadora.

Amostras sem
polarizacdo

Amostras com
polarizagdo positiva

Amostras com
polarizacdo negativa

Controlo de meio
material

Controlo de células

CO00@®
CO0@®
CO00@®
C00@®
0000
Q000
00000®

Controlo de meio

2° Dia — Sementeira e contagem de células

e Remover o0 meio de cultura do frasco de cultura T25 com uma pipeta de Pasteur,
inclinando o frasco e sem tocar na superficie onde se encontram as células.

e Lavar as células com 5 mL de PBS-- e deixar actuar alguns segundos, retirando-o de
seguida.

e Colocar 500 pl de tripsina e colocar na incubadora por 5 minutos.

e Observar ao microscopio e verificar se as células estdo em suspensado. Bater
lateralmente no frasco para ajudar a soltar as células.

e Com uma pipeta colocar 5 ml de meio no T25. Aspirar e suspender varias vezes, para
homogeneizar.

e Transferir estes 5 ml de meio para um falcon de 15 ml. Além disso, pode inverter-se o
falcon para evitar aglomerados de células.

e Retirar 50 ul da suspensio de células e colocar num microtubo e com outra ponta
adicionar mais 50 pl de azul tripano. Aspirar e suspender a solugdo no microtubo.

e Preparar o hemocitometro (humedecer a lamina do proprio hemocitémetro e colocar a
lamela sobre a mesma).

e Encher as duas caAmaras de contagem com a mistura preparada.
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Fazer a contagem das células. No minimo temos de contar 100 células.
Prepara-se a suspensdo com base nos calculos efectuados anteriormente e pipeta-se

1000 pl por cada poco (incluindo o controlo de células). Colocar a placa na incubadora.

3° Dia — Teste de Resazurina

Preparar uma solu¢do de meio com 10% de resazurina. Como tenho 20 (fundo do poc¢o)
+ 15 (pastilhas) pogos, preparo 36 mL de solucéo (3,6 mL de resazurina + 32,4 mL de
meio).

Colocar a solugéo num falcon de 50 ml. Em primeiro lugar, com a micropipeta de 100-
1000 ul pipetar 4 x 900 ul de resazurina, depois com a pipeta de 10 ml, pipetar 4 x 8,1
ml de meio fresco.

Mudar os materiais para uma placa de poc¢os nova e dispersar 1000 pl de solucdo para
cada pocgo.

Aspirar com a pipeta de 1000 pl, sem tocar no fundo do pogo, o meio existente na placa
sem o0s materiais e dispersar 1000 pl da solugéo preparada para cada poc¢o (usando
pontas diferentes).

Levar a incubadora as duas placas durante 3 horas.

Ap6s o tempo de incubagéo, pipetar 150 ul de cada pogo (4 vezes) para a placa de 96
pocos.

Dar pancadas ligeiras na microplaca e furar as bolhas maiores com uma agulha.

Fazer a leitura das absorvancias no leitor de microplacas.

Na placa que contém as amostras, aspirar o resto da resazurina (+/- linha a linha ou no
méaximo 2 a 2), lavar com 1000 pl de PBS** 2 vezes e deixar uns minutos a actuar.
Aspirar o PBS e adicionar 1000 pl de meio fresco.

Manter a placa na incubadora.

Repetir todo o processo do teste de resazurina mais 2 ou 3 vezes.

Factor de correccéo

X— quantidade de meio retido na amostra

y — quantidade de resazurina na amostra (100 pl)
z — quantidade de meio na amostra (900 pl)

Ar — absorvancia da resazurina (-4,69867)

Am — absorvancia do meio (0,2185)

Acmm — absorvancia do meio material

Fc — factor de correcgéo

_zxAm+y xAr + (y + z) * Acmm _x+ty+tz

x Acmm — Am y+z
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Ensaio de SBF 1.5x

12 Parte - Preparacao de 1L de solucao

Medir com a ajuda de uma proveta graduada 700 mL de agua millipore para um copo de
precipitagéo.

Colocar um agitador magnético dentro do copo e pousar sob uma placa de agitagao
Ligar o medidor de pH e ter o cuidado de abrir a tampa antes de lavar a ponta do
eléctrodo abundantemente com agua.

Inserir a ponta dentro do copo de precipitagdo e ligar a placa de agitacdo com uma
velocidade de 100-300 rpm.

Com a ajuda de uma pipeta ou uma espatula e um vidro de relégio medir/pesar os

determinados reagentes, adicionando-os pela ordem descrita a solucao:

1-9.8184 g de NaCl

2 -3.4023 g de NaHCOs
3-0.5591 g de KClI

4 -0.2129 g de Na2HPO4
5-0.4574 g de MgCl2.6H20
6 -15 ml de 1M HCL

7 - 0.5822 g de CaCl2.2H20
8 -0.1080 g de Na2S04
9-9.0945 g de Tris

(Nota: para reagentes hidratados, pesar em folha de aluminio de modo a evitar perdas)

Adicionar com a ajuda de uma pipeta, 1M HCL & solucdo (aproximadamente 50 mL) até
0 pH desta ser préoximo de 7,4.

Passar a solucéo para um baldo volumétrico e adicionar agua millipore até perfazer 1L.
Lavar abundantemente com agua a ponta do eléctrodo e em seguida fechar a tampa.

Arrumar o material e conservar a solugéo no frigorifico.

22 Parte - Célculo do volume de solucédo para cada amostra

Calcular o volume de solucéo a usar para cada amostra através da formula:
-1 _ As
0,1cm™t =45/,

Onde: As — Area Superficial da amostra e V — Volume de solugéo

Com uma proveta medir o volume de solucédo, colocar num frasco e em seguida colocar
a amostra.
Levar a estufa a 37°C durante varios periodos de tempo (ex: 1 hora, 6 horas,...).

Congelar as amostras e liofilizar durante 24 horas.
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APENDICE C: Tamanho de Particula da HAp comercial
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Difractograma da HAp — Fichas auxiliares

~

APENDICE D

100HAPNAOSINT

A = e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ——

1 e

T T T T T T T T T T S N S T e e S e s e

i aae e T

b Tayi gl

R N ———.

P T T T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ———— e — -

T i o

T T T T e e e ERS

-

A~ T T T T T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e — e —— — e

T T T T e e e e e

Sy "l

A T T T N S T T e EEE e EE s EEe e =

A T T T T T T e e e e e - = ——— ——

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T e e

T T T T e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e —————

1

T T B L L L
R F B B 8 B ®# 8§ % R E 2 8 8 @& B B 8 9§ A R 2 o

{squnog) ur

I

2-Theta - Scale
o pheed - 1 E

OHR - ¥ T 0% -

SOH-Y TT.00% - dx By

- Hydtea'yhagalte, inT - Casi PO

i

010

o

E]'l.'l}'.ﬁ.l'ﬂ‘a;d-ﬂ' = Pl TOOHAPHEOE NT fiw - Ty i Lok

- VL3 e - by

S PO O]

e il
w 1

HySomiapatie, wyn-

DO G5

Tipanl

Crparstion % Offuel 0.38

dx By
dx By

o By

5=
7

g -

- D DY PO

- Hydrc oyl e
- Hydresylapaite
-y eyl e
- Hyrc oyl e

=TT e By 1

|- En
- Hydnaayiapaite, @y - Cat PO B0HD - @18 % - dx

- | P
- S P 300H

=

- CaSi PO H0H | - B2 .

- i ot

50



— R e B o D S o B e e of B

ol A e B R B S F RS S W B e S S

HEMEmMYSTNOoOERAUOE@DN=mnemnSaa-Em

EEvosil BRSE-SERICYANYEEZ

LR PE L TE O

i s s S R RS S R

lui

L 4080
dis)

CEQgoOEENMRocCE-mNON=SoNDoD=mEmmom=

CO=-O0=-000NM=- 000NN =NO=D=000

T
W k k 1

it i R i et i e et Y 0 N R v O i ) D v o O

mﬂﬂﬁnmmhmwmmmﬂimmn: =k

3 SHEGANRERAECNhRAROTRANRS
:

]

d-mp
oo Liog
Ty
Mlnsvel
Lz i
nGd, 1k
Haglwm.
=

3 |2+ mmm
ad | # <| FHE
RTREL I T
mmmm el m mm

L
123
Froem:
]
[
tnlawty
FaC

B4 - 10K
el
CuKal
off; 17T
Eﬂ%‘. ]
B 1)

Rt Thid,
D 310

Wt E k 1 dlal i b k 1

ETiH]

a0
- -

“mMEman

1iim

MENnTYOoOONOODO=OooRn=mTilolNoOoYyODC=NoYyooNuno=TnYowoLnsLa
AR R PO FaORNENAONAE -SSR FTR RSSO E

e ROl BN ERF Nl ADANOFO D0 OFNaF0 N -

AR R TR AR ERA S SRR EN NN REE R ER

LB L L B L L e

Eﬂ.mtm—mmmmmnmm
ICPIFNIH v, 232

51



[1]

2]
[3]

[6]

[7]

[8]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Referéncias bibliograficas

S. Weiner and H. D. Wagner, “THE MATERIAL BONE: Structure-Mechanical Function
Relations,” Annu. Rev. Mater. Sci., vol. 28, no. 1, pp. 271-298, 1998.

A. D. S. Afonso, “Interagéo entre Biomateriais e Tecido Osseo,” p. 213, 1998.

M. Vallet-Regi and J. M. Gonzalez-Calbet, “Calcium phosphates as substitution of bone
tissues,” Prog. Solid State Chem., vol. 32, no. 1-2, pp. 1-31, 2004.

J. E. Aubin and J. T. Triffitt, Mesenchymal Stem Cells and Osteoblast Differentiation. 2002.

A. Ficai, E. Andronescu, V. Trandafir, C. Ghitulica, and G. Voicu, “Collagen/hydroxyapatite
composite obtained by electric field orientation,” Mater. Lett., vol. 64, no. 4, pp. 541-544,
2010.

T. Lemaire, E. Capiez-Lernout, J. Kaiser, S. Naili, E. Rohan, and V. Sansalone, “A
Multiscale Theoretical Investigation of Electric Measurements in Living Bone,” Bull. Math.
Biol., vol. 73, no. 11, pp. 2649-2677, Nov. 2011.

Y. Zhang, A. Gandhi, J. Zeglinski, M. Gregor, and S. Tofail, “A complementary contribution
to piezoelectricity from bone constituents,” IEEE Trans. Dielectr. Electr. Insul., vol. 19, no.
4, pp. 1151-1157, 2012.

D. F. Williams, “Biomaterials On the nature of biomaterials q,” Biomaterials, vol. 30, no.
30, pp. 5897-5909, 2009.

A. J. Mieszawska, N. Fourligas, |. Georgakoudi, N. M. Ouhib, D. J. Belton, C. C. Perry,
and D. L. Kaplan, “Biomaterials Osteoinductive silk e silica composite biomaterials for
bone regeneration,” Biomaterials, vol. 31, no. 34, pp. 8902—-8910, 2010.

B. D. Ratner, A. S. Hoffman, F. J. Schoen, and J. E. Lemons, Eds., Biomaterials Science:
An Introduction to Materials in Medicine, 2nd ed. San Diego: Elsevier, Academic Press,
2004.

P. K. Dutta, J. Dutta, and V. S. Tripathi, “Chitin and chitosan : Chemistry , properties and
applications,” vol. 63, no. January, pp. 20-31, 2004.

C. Chatelet, O. Damour, and A. Domard, “Influence of the degree of acetylation on some
biological properties of chitosan films,” Biomaterials, vol. 22, no. 3, pp. 261-268, 2001.

M. Rinaudo, “Chitin and chitosan: Properties and applications,” Prog. Polym. Sci., vol. 31,
no. 7, pp. 603-632, Jul. 2006.

A. Anitha, S. Sowmya, P. T. S. Kumar, S. Deepthi, K. P. Chennazhi, H. Ehrlich, M.
Tsurkan, and R. Jayakumar, “Chitin and chitosan in selected biomedical applications,”
Prog. Polym. Sci., vol. 39, no. 9, pp. 1644-1667, 2014.

52



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

N. K. Nga, L. T. Giang, T. Q. Huy, P. H. Viet, and C. Migliaresi, “Surfactant-assisted size
control of hydroxyapatite nanorods for bone tissue engineering,” Colloids Surfaces B
Biointerfaces, vol. 116, pp. 666-673, 2014.

J. Liu, X. Ye, H. Wang, M. Zhu, B. Wang, and H. Yan, “The influence of pH and
temperature on the morphology of hydroxyapatite synthesized by hydrothermal method,”
Ceram. Int., vol. 29, no. 6, pp. 629-633, Jan. 2003.

E. S. Kovaleva, M. P. Shabanov, V. |. Putlayev, Y. Y. Filippov, Y. D. Tretyakov, and V. K.
Ivanov, “Carbonated hydroxyapatite nanopowders for preparation of bioresorbable
materials,” Materwiss. Werksttech., vol. 39, no. 11, pp. 822-829, Nov. 2008.

D. Tadic, F. Peters, and M. Epple, “Continuous synthesis of amorphous carbonated
apatites,” Biomaterials, vol. 23, no. 12, pp. 2553-2559, Jun. 2002.

H. Zhou and J. Lee, “Acta Biomaterialia Nanoscale hydroxyapatite particles for bone tissue

engineering,” Acta Biomater., vol. 7, no. 7, pp. 2769-2781, 2011.

M. R. Christoffersen, J. Dohrup, and J. Christoffersen, “Kinetics of growth and dissolution
of calcium hydroxyapatite in suspensions with variable calcium to phosphate ratio,” vol.
186, 1998.

N. Davidenko, R. G. Carrodeguas, C. Peniche, Y. Solis, and R. E. Cameron,
“Chitosan/apatite composite beads prepared by in situ generation of apatite or Si-apatite

nanocrystals,” Acta Biomater., vol. 6, no. 2, pp. 466-476, 2010.

A. R. Boccaccini, “Polymer-bioceramic composites for tissue engineering scaffolds,” vol.
10, pp. 4433-4442, 2008.

X.Pu, Q. Yao, Y. Yang, Z. Sun, and Q. Zhang, “In vitro degradation of three-dimensional
chitosan/apatite composite rods prepared via in situ precipitation,” Int. J. Biol. Macromol.,
vol. 51, no. 5, pp. 868-873, 2012.

R. E. Cameron and C. Peniche, “Preparation , characterization , and in vitro evaluation of
nanostructured chitosan / apatite and chitosan / Si-doped apatite composites,” pp. 841-
849, 2013.

J. Zhang, J. Nie, Q. Zhang, Y. Li, Z. Wang, and Q. Hu, “Preparation and characterization
of bionic bone structure chitosan/hydroxyapatite scaffold for bone tissue engineering.,” J.
Biomater. Sci. Polym. Ed., vol. 25, no. 1, pp. 61-74, 2014.

E. Fukada and I. Yasuda, “On the piezoelectric effect of bone,” J. Phys. Soc. Japan, vol.
12, no. 10. pp. 1158-1162, 1957.

C. A. L. Bassett, “Biologic significance of piezoelectricity,” Calcif. Tissue Res., vol. 1, no.
1, pp. 252-272, 1967.

53



[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

A. Jalalian and A. M. Grishin, “Piezoelectricity and electrostriction in biocompatible
(Na,K)NbO3 nanofiber scaffolds,” Appl. Phys. Lett., vol. 104, no. 24, p. 243701, 2014.

N. Wada, Y. Tanaka, M. Nakamura, K. Kanamura, and K. Yamashita, “Controlled
crystallization of calcite under surface electric field due to polarized hydroxyapatite
ceramics,” J. Am. Ceram. Soc., vol. 92, no. 7, pp. 1586-1591, 2009.

N. Horiuchi, S. Nakaguki, N. Wada, K. Nozaki, M. Nakamura, a. Nagai, K. Katayama, and
K. Yamashita, “Polarization-induced surface charges in hydroxyapatite ceramics,” J. Appl.
Phys., vol. 116, no. 1, p. 014902, 2014.

S. F. Badylak, D. O. Freytes, and T. W. Gilbert, “Extracellular matrix as a biological scaffold

material : Structure and function,” Acta Biomater., vol. 5, no. 1, pp. 1-13, 2009.

W. Wang, Lyophilization and development of solid protein pharmaceuticals, vol. 203.
2000.

S. V Madihally and H. W. T. Matthew, “Porous chitosan scaffolds for tissue engineering,”
vol. 20, no. November 1998, pp. 1133-1142, 1999.

H. Chen, B. H. Clarkson, K. Sun, and J. F. Mansfield, “Self-assembly of synthetic

hydroxyapatite nanorods into an enamel prism-like structure,” vol. 288, pp. 97-103, 2005.

S. Kunjalukkal, A. Balakrishnan, M. Chu, Y. Jin, T. Nam, and S. Cho, “Particuology Sol —
gel synthesis and characterization of hydroxyapatite nanorods,” vol. 7, pp. 466—470, 2009.

F. Chen, Z. Wang, and C. Lin, “Preparation and characterization of nano-sized
hydroxyapatite particles and hydroxyapatite / chitosan nano-composite for use in

biomedical materials,” vol. 57, no. December, pp. 858-861, 2002.

Y. Liu, D. Hou, and G. Wang, “A simple wet chemical synthesis and characterization of

hydroxyapatite nanorods,” Mater. Chem. Phys., vol. 86, no. 1, pp. 69—73, Jul. 2004.

E. S. Costa-Junior, E. F. Barbosa-Stancioli, a. a P. Mansur, W. L. Vasconcelos, and H.
S. Mansur, “Preparation and characterization of chitosan/poly(vinyl alcohol) chemically
crosslinked blends for biomedical applications,” Carbohydr. Polym., vol. 76, no. 3, pp.
472-481, 2009.

M. T. Yen, J. H. Yang, and J. L. Mau, “Physicochemical characterization of chitin and

chitosan from crab shells,” Carbohydr. Polym., vol. 75, no. 1, pp. 15-21, 2009.

S. Raynaud, E. Champion, and D. Bernache-Assollant, “Calcium phosphate apatites with
variable Ca/P atomic ratio Il. Calcination and sintering,” Biomaterials, vol. 23, no. 4, pp.
1073-1080, 2002.

L. Berzina-Cimdina and N. Borodajenko, “Research of Calcium Phosphates Using Fourier
Transform Infrared Spectroscopy,” in Infrared Spectroscopy - Materials Science,

Engineering and Technology, InTech, 2012, pp. 123-148.
54



[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

G. Lawrie, I. Keen, B. Drew, A. Chandler-Temple, L. Rintoul, P. Fredericks, and L.
Grgndahl, “Interactions between alginate and chitosan biopolymers characterized using
FTIR and XPS,” Biomacromolecules, vol. 8, no. 8, pp. 2533-2541, 2007.

K. M. Gregorio-Jauregui, M. G. Pineda, J. E. Rivera-Salinas, G. Hurtado, H. Saade, J. L.
Martinez, A. llyina, and R. G. Lopez, “One-step method for preparation of magnetic

nanoparticles coated with chitosan,” J. Nanomater., vol. 2012, 2012.

E. A. El-hefian, “Characterization of chitosan in acetic acid : Rheological,” vol. 34, pp. 47—
56, 2010.

L. S. Guinesi, “The use of DSC curves to determine the acetylation degree of chitin /
chitosan samples,” vol. 444, pp. 128-133, 2006.

F. A. A. Tirkistani, “Thermal analysis of some chitosan Schiff bases c I-,” vol. 3910, no. 97,
pp. 67-70, 1998.

E. R. Dockal, “Caracterizagcédo de Quitosanas Comerciais de Diferentes Origens,” vol. 13,
pp. 242-249, 2003.

M. A. Witt, G. M. O. Barra, J. R. Bertolino, and A. T. N. Pires, “Crosslinked
Chitosan/Poly(Vinyl Alcohol) Blends with Proton Conductivity Characteristic,” vol. 21, no.
9, pp. 1692-1698, 2010.

A. Schdnhals and F. Kremer, Broadband Dielectric Spectroscopy. 2003.

M. C. Lan¢a, M. Brandt, E. R. Neagu, C. J. Dias, and J. N. Marat-mendes, “Dielectric
spectra of natural cork and derivatives,” J. Non. Cryst. Solids, vol. 356, no. 11-17, pp.
763-767, 2010.

E. R. Neagu, “Thermally Stimulated Discharge Current: A Method to Study the Molecular

Movements in Dielectric Materials,” 2010.

Joseph Goldstein et al., Scanning Electron Microscopy and X-Ray Microanalysis: A Text

for Biologists, Materials Scientists and Geologists. 1992.
N. Suryanarayana et. al, X-Ray Diffraction: A Practical Approach. 1998.

B. C. Smith, Fundamentals of Fourier Transform Infrared Spectroscopy, 2nd ed. Boca
Raton: CRC Press, 2011.

Gunther Hohne, W. Hemminger, H.-J. Flammersheim, Differential Scanning Calorimetry.
2003.

H. Ma, “Mercury intrusion porosimetry in concrete technology: tips in measurement, pore
structure parameter acquisition and application,” J. Porous Mater., vol. 21, no. 2, pp. 207-
215, 2014.

P. Frubing, “Dielectric spectroscopy,” no. 0331, pp. 1-21, 2001.

55



[58]

[59]

V. M. Gun’ko, V. |. Zarko, E. V. Goncharuk, L. S. Andriyko, V. V. Turov, Y. M. Nychiporuk,
R. Leboda, J. Skubiszewska-Zigba, a. L. Gabchak, V. D. Osovskii, Y. G. Ptushinskii, G.
R. Yurchenko, O. a. Mishchuk, P. P. Gorbik, P. Pissis, and J. P. Blitz, “TSDC spectroscopy
of relaxational and interfacial phenomena,” Adv. Colloid Interface Sci., vol. 131, no. 1-2,
pp. 1-89, 2007.

A. Alegria, L. Goitiandia, and J. Colmenero, “On the interpretation of the TSDC results in
the study of the -relaxation of amorphous polymers,” Polymer (Guildf)., vol. 37, no. 14, pp.
2915-2923, 1996.

56



