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resumo

Regeneracéo 6ssea, HA e B-TCP, Ferro, scaffolds compdésitos, robocasting,
libertacdo de farmaco, hipertermia.

Este trabalho teve como objetivo maioritario o desenvolvimento de scaffolds
multifuncionais capazes de (1) preencher um defeito ésseo e contribuir
ativamente na regeneracdo 6ssea, (2) matar células tumorais residuais por
hipertermia quando submetido a um campo magnético e (3) prevenir/ tratar
localmente infe¢des por libertagdo controlada de um farmaco incorporado.

P6s de HA e B-TCP puros e dopados com 6 mol% de ides Ferro (Fe*/Fe?),
sintetizados por precipita¢cdo quimica em meio aquoso e tratados termicamente
a 1100°C, foram caracterizados por DRX, FTIR, distribuicdo de tamanhos de
particula, SEM, respostas magnética e magneto-térmica. Estes foram
incorporados numa solucdo aquosa de quitosano para obtencédo de pastas, e
posterior fabrico de scaffolds compdsitos usando o robocasting como técnica
de manufatura aditiva. A eliminacdo da etapa de sinterizagdo nos scaffolds
permitiu a incorporacdo de um antibidtico (levofloxacina) nas pastas
compositas & base de pés dopados, de forma a obter substitutos ésseos com
capacidade de prevenir infe¢cbes por libertacdo local do farmaco. Foram
preparadas pastas com uma percentagem de 34 vol.% e 40 vol.% de sélidos
para os p6s puros e dopados, respetivamente, adicionando genipina como
agente reticulante do quitosano. Com estas pastas foi possivel obter scaffolds
com diferentes porosidades (300 um, 500 um e um gradiente 300-500-300
pMm segundo o eixo dos zz), que foram avaliados quanto ao seu desempenho
mecéanico e microestrutural.

As pastas mostraram ter propriedades reol6gicas adequadas para o processo
de impresséo por robocasting. Os scaffolds obtidos, puros e dopados com e
sem levofloxacina, ndo mostraram diferencas significativas na microestrutura e
apresentaram propriedades mecanicas promissoras para a aplicacdo
pretendida. Os estudos de libertacdo de farmaco revelaram uma rapida
libertacdo de levofloxacina nas primeiras 6h, em todos os scaffolds de
diferentes porosidades. Embora a dopagem com ides ferro tenha dado origem
a pés com magnetizagdo entre 0,1-0,5 emu-g? a 40000 Oe, estes néo
apresentaram resposta magneto-térmica. A adicdo de 1 wt% de
nanoparticulas magnéticas a pasta preparada com a mistura dos p6s dopados
com Ferro, originou um aumento de 7°C ao fim de 10 min., quando aplicado
um campo magnético alternado de 337 kHz. Esta resposta magneto-térmica,
embora ndo seja ideal para aplicacdo em tratamentos por hipertermia, foi
superior quando comparada com a pasta preparada com 0s pés puros
misturados com o mesmo teor de nanoparticulas (aumento de 2°C em 10min.),
mostrando a existéncia de um efeito sinergético entre os pds dopados e as
nanoparticulas, o que comprova a vantagem dos pds dopados com ido ferro.

O trabalho desenvolvido mostra avancos muito positivos no fabrico de
scaffolds multifuncionais, com capacidades promissoras para regeneracao
Ossea, tratamento local de infe¢fes e hipertermia.
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The main goal of this work was to develop multifunctional scaffolds able to (1)
fill a bone defect and actively contribute in bone regeneration, (2) kill residual
tumor cells by hyperthermia when submitted to a magnetic field and (3)
prevent/treat local infections by controlled release of an incorporated drug.

HA and B-TCP pure and 6 mol% iron doped (Fe?*/Fe3*) powders, synthesized
by aqueous precipitation process and thermally treated, were characterized by
DRX, FTIR, particle size distribution, SEM, as well as, magnetic and magneto-
thermal responses. These powders were incorporated into an agueous solution
of chitosan to obtain inks, which were subsequently extruded by robocasting as
additive manufacturing technique, to obtain composite scaffolds. The
elimination of the sintering step in the scaffolds fabrication allowed the
incorporation of an antibiotic (levofloxacin) into the composite inks (iron doped
powders based), in order to obtain bone substitutes with the capacity to prevent
infections by local drug release. Inks containing 34 vol.% and 40 vol.% of solids
for non-doped and doped powders, respectively, were prepared, adding genipin
as crosslinking agent of chitosan. Scaffolds with different porosities (300 pm,
500 ym and a gradient 300-500-300 ym according to the zz axis), were
successfully obtained and characterized in terms of mechanical and
microstructural properties.

All pastes showed rheological properties suitable for robocasting printing
process. The obtained scaffolds, non-doped and doped, with or without
levofloxacin, did not show significant differences in the microstructure,
presenting promising mechanical properties for the intended application. Drug
release studies revealed a fast release of levofloxacin in the first 6h in all
scaffolds with different porosities. Although doping with iron ions gave rise to
powders with magnetization between 0,1-0,5 emug™* at 40000 Oe, magneto-
thermal response was not noticeable. The addition of 1 wt.% of magnetic
nanoparticles to these powders resulted in 7°C increase after 10 min. under a
alternating magnetic field of 337 kHz. This magnetothermal response, although
not ideal for application in hyperthermia treatments, was superior when
compared to the non-doped powders mixed with the same content of
nanoparticles (increase of 2°C in 10min), exhibiting the existence of a
synergistic effect between the doped powders and the nanoparticles.

The work developed throughout this thesis shows highly advances in the
manufacture of multifunctional scaffolds, with promising capabilities for bone
regeneration, treatment of local infections and hyperthermia.
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Introducao geral

A melhoria das condi¢gdes de vida e da prestacdo de cuidados meédicos conduz a um
aumento da esperanca média de vida e ao consequente envelhecimento da populacéo,
aumentando a probabilidade de aparecimento de doencgas Osseas. Quando se verificam
alteracdes na estrutura dos 0ssos, devido a lesdes ou doencas, o equilibrio fisioldgico deste
tecido e do préprio organismo sofre uma grande alteracdo, afetando a qualidade de vida do
individuo.t

Ao contrario de outros tecidos, o0s tecidos 0sseos tém a capacidade de se
autorregenerar/reparar em casos de pequenos defeitos. No entanto, para defeitos 0sseos
criticos (> 1 cm?®), causados por exemplo, por traumas, resseccdes tumorais e
anormalidades esqueléticas ou casos em que 0 processo regenerativo estd comprometido,
incluindo necrose avascular e osteoporose, 0 processo de reparacdo é mais exigente o que
leva a falha da cicatrizacdo e da reparacdo, necessitando assim de um
suporte/preenchimento.?3 O tumor 6sseo maligno é uma das principais doengas 6sseas e 0
seu tratamento envolve normalmente a combinagdo de vérias terapias invasivas: cirurgia
com resseccdo tumoral, quimioterapia e/ou radioterapia. Na remocdo do tecido 0sseo
afetado, a eliminacdo completa de células Gsseas cancerigenas residuais ndo é garantida,
sendo assim necessario recorrer a terapias complementares como a quimioterapia e a

radioterapia.®

O desenvolvimento de um biomaterial multifuncional que seja capaz de (1) preencher um
defeito O6sseo e contribuir ativamente na regeneracdo 6ssea, (2) incorporar um farmaco
permitindo a sua libertacdo localmente e (3) matar células tumorais residuais, trara
beneficios ndo oferecidos pela pratica médica convencional.* Cientistas e médicos tém
realizado trabalhos para fabricar estruturas porosas tridimensionais (scaffolds) para
regeneracdo Ossea, incorporando diferentes biomoléculas com funcionalidades
clinicamente importantes.>>® A libertacio controlada de farmacos incorporados em
scaffolds podera prevenir infecGes e recorréncia de cancro localmente e, simultaneamente,
acelerar o processo regenerativo dos tecidos, contornando as preocupagdes com 0s

potenciais efeitos sistémicos indesejaveis de um medicamento no organismo. °

Alguns biopolimeros, como por exemplo, a policaprolactona (PCL) e o poliacido lactico-

co-glicolico (PLGA) tém vindo a ser estudados para o fabrico de scaffolds para




regeneracdo 6ssea .1%* No entanto, devido a sua hidrofobicidade, dificuldade no controlo
de libertacdo de farmacos e baixa osteocondutividade, os scaffolds & base de polimeros
mostram limitacBes no seu desempenho.'? Os materiais ceramicos da familia dos fosfatos
de célcio tém sido bastante utilizados em engenharia de tecido 6sseo, nhomeadamente no
fabrico de scaffolds, uma vez que a sua composi¢cdo quimica € muito similar a parte
mineral do osso (célcio e fosforo). Além disso, eles sdo biocompativeis, bioativos,
osteocondutores e potencialmente osteoindutores.*'* Devido ao facto do 0sso ser um
material magneto-sensivel, a utilizacdo de agentes dopantes magnéticos na estrutura das
fases cristalinas dos fosfatos de calcio, pode potenciar ainda mais estas propriedades destes

materiais.'®

De facto, o desenvolvimento de scaffolds a base de fosfatos de calcio (CaPs) dopados com
ibes magnéticos, tem recebido recentemente uma crescente atencdo por parte da
comunidade cientifica e médica, devido a capacidade de promoverem a regeneracdo e
reparacio do 0sso, quando sujeitos a um campo magnético de adequada intensidade.®
Para além disso e, tendo em conta que temperaturas acima da temperatura corporal normal
(= 37°C) sdo capazes de parar o crescimento tumoral e assim limitar o desenvolvimento do
cancro, o desenvolvimento de scaffolds magnéticos com uma resposta hipertérmica
(capacidade de induzir calor quando sujeitos a um campo magnético) mostram ter um
enorme potencial na &rea da medicina regenerativa, nomeadamente na rea do tratamento

do cancro. 3151719

A arquitetura do scaffold é crucial para conferir propriedades mecéanicas adequadas e um
transporte eficaz de nutrientes, promover interagdes celulares e um bom crescimento 6sseo.
Esta necessidade de produzir materiais com formas e porosidades controladas, impulsionou
o desenvolvimento de novas tecnologias de processamento de biomateriais. O robocasting
é uma técnica de fabrico aditivo, que permite obter com precisao scaffolds tridimensionais
(3D) com uma estrutura reticulada predefinida, a partir da extrusdo de pastas ceramicas
elou poliméricas a temperatura ambiente.?%?! No entanto, apds a impresséo, os scaffolds de
base cerdmica sdo normalmente submetidos a uma etapa de sinterizacdo a altas
temperaturas (>900°C) para obter propriedades mecanicas adequadas, inviabilizando a
adicdo de biomoléculas na fase de preparagdo das pastas. Desta forma, a incorporagédo de
biomoléculas, como por exemplo farmacos, é feita apds sinterizacdo, por imersdo do

scaffold em solugbes com concentracBes elevadas do farmaco.®*? Este procedimento tem




fortes limitacBes relacionadas com o controlo da quantidade de farmaco que é possivel
impregnar, que depende da capacidade de absorcdo do scaffold, bem como das suas

caracteristicas superficiais.

Eliminar o processo de sinteriza¢do na obtencdo de scaffolds de base ceramica (fosfatos de
calcio), seria uma solucdo vidvel para superar estas dificuldades, bem como uma
alternativa inovadora para o fabrico de biocomponentes multifuncionais porosos por

manufatura aditiva.

Objetivos e Estratégias

O presente trabalho tem como principal objetivo o fabrico de scaffolds compdsitos
multifuncionais de base ceramica por robocasting, com propriedades mecénicas adequadas
para substituicdo Ossea, sem utilizacdo do processo de sinterizacdo no seu fabrico.
Pretende-se obter substitutos 6sseos com capacidade de: (1) ativar uma série de vias de
sinalizacdo intracelular para estimular a regeneracdo 0ssea, (2) matar células tumorais
residuais por hipertermia quando aplicado um campo magnético e (3) tratamento local de
infecOes por libertagdo controlada de um farmaco incorporado.

Para atingir este objetivo tracaram-se 0s seguintes passos/estratégias:

e para promover a regeneracdo 0ssea e uma possivel resposta hipertérmica sob
aplicacdo de um campo magnético foram sintetizados pds a base de fosfatos de célcio

(hidroxiapatite, HA e p-fosfato tricalcico, p-TCP) dopados com ides ferro (Fe?*/Fe);

e para a eliminacdo do processo de sinterizagdo na obtencdo de scaffolds como
substitutos 6sseos, foram desenvolvidas pastas compdsitas com caracteristicas reoldgicas
adequadas para impressdo por robocasting, a base de fosfatos de calcio/quitosano,
alcancando as propriedades mecanicas adequadas através da polimerizacdo do quitosano

por reticulacdo com genipina;

e para o tratamento local de infecbes e, como alternativa para melhorar a resposta
hipertérmica, foram incorporados respetivamente, um farmaco e nanoparticulas magnéticas

durante a preparacdo das pastas, mantendo a sua capacidade de impressao por robocasting.




Estrutura da dissertacao

A presente dissertacdo esta dividida em 4 capitulos:
e Inicialmente é apresentado um enquadramento geral ao tema da dissertacao,
objetivos do trabalho proposto, estratégias e estrutura da dissertacao.
e O Capitulo 1 apresenta a revisao bibliografica e algumas noc¢des gerais acerca
do tema, para um melhor enquadramento do leitor ao trabalho apresentado nesta
dissertacéo.
e O procedimento experimental realizado ao longo do trabalho, bem como as
técnicas de caracterizacéo utilizadas sdo descritos no Capitulo 2.
e No Capitulo 3 sdo apresentados os resultados obtidos e a discussdo dos mesmos.
e Por fim, no Capitulo 4, sdo apresentadas conclusdes finais retiradas deste

trabalho e sugestdes a considerar para trabalhos futuros.
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1. Revisao Bibliografica

1.1. O Osso

O sistema esquelético, constituido por 206 ossos de diferentes formas e tamanhos, tem
como principal funcdo conferir suporte e protecdo aos 6rgdos vitais do corpo. Além disso,
apoia 0s mausculos, possibilitando os movimentos do corpo e a amplificacdo das forcas
geradas na contracdo muscular.?? Para além de fornecerem suporte e protecdo, 0s 0ssos sdo
uma fonte de ifes inorgénicos, que participam na homeostasia do organismo, e sdo também
um importante reservatorio de fatores de crescimento, libertados de forma controlada.?? As
principais propriedades do o0sso sdo a rigidez, a dureza, poder de regeneracdo e de

reparagéo.??

1.1.1. Macroestrutura do 0sso

Macroscopicamente 0s 0ssos podem ser classificados em 0ssos longos ou 0ssos curtos,
0ss0s achatados ou 0ssos irregulares. Por exemplo, é possivel ver na Figura 1 o esquema
de um osso longo. Podem ser divididos numa regido cilindrica central, a diafise, e duas
extremidades circulares, as epifises. A recobrir as epifises encontra-se uma cartilagem

articular que permite uma maior mobilidade entre as superficies 6sseas.?

A morfologia do tecido 6sseo varia com a regido do esqueleto em que se encontra,
podendo ser porosa, denominada de osso trabecular ou esponjoso, ou compacta,
denominada por osso cortical. O osso cortical constitui 80% do esqueleto humano, e € um
material que rodeia a zona medular que apresenta uma grande dureza e elevada densidade,
e consequentemente, uma baixa porosidade. Organiza-se em forma de laminas concéntricas
alinhadas na direcdo longitudinal do o0sso, os denominados 6steons (Figura 1 — Osso,
Estrutura do tecido). O o0sso trabecular, que constitui 20% do esqueleto, é
predominantemente encontrado nas extremidades dos 0ssos longos e na estrutura interna
de certos 0ssos, protegido por uma camada de osso cortical (Figura 1 — Osso, Estrutura do
tecido).?* Este osso esta situado na regido interior do 0sso, apresenta cavidades delimitadas
por trabéculas de tecido Gsseo, ou seja, é uma matriz porosa. E um material menos denso,
mais fraco e menos rigido e mais elastico que o osso cortical. Contudo, a sua area

superficial é maior. Funcionalmente, o0 osso trabecular promove funcGes metabdlicas,
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enquanto o 0sso cortical promove funcdes de protecdo, sendo que ambos tém a fungéo de

suporte.®

As superficies do 0sso sdo recobertas por membranas de tecidos conjuntivos, o peridsteo e
0 enddsteo. O periosteo cobre a superficie externa do 0sso, exceto as articulacbes que sdo
protegidas pela cartilagem articular, enquanto o enddsteo reveste a superficie da cavidade
medular dos ossos longos (Figura 1 - Estrutura do tecido). A principal funcdo destes
tecidos consiste na nutricdo e fornecimento de novos osteoblastos para o crescimento e

regeneracgio do 0ss0.2

Estrutura do

Osso . Microestrutura Nanoestrutur
B tecido anoestrutura
Epifise
Proximalig 4 Osteon (sistema Haversiano) S
l (~ 200 pm) 3
. ,"’4
Diafise ww H Ii
Lamelas (~ 7pm) "
Epifise b . i . Hidroxiapatite
Distal D ) Fibrilas de colagénio (~ 50 nm) | (=50 x 25 x 2 nm)

| Peridsteo

Fibra de colagénio (~ 5 um)

Canal ostednico  Moléculas de colagénio g
|

Cristais de Hidroxiapatite | Hglice tripla de colagénio

Veias sanguineas| Vista Microscopica (~50 x 25 x 2 nm)
y Fibrilas Mineralizadas

Osso cortical

Macro Nano

Figura 1 — Estrutura e constituicdo do osso. Adaptado de: (Sadat-shojai et al., 2013) 7.

1.1.2. Microestrutura do 0sso

Os tecidos 6sseos sdo compostos por células e por uma matriz com uma componente
orgdnica e uma inorganica. As celulas que constituem os tecidos 0sseos sd0 0S

osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos.?’

Os osteoblastos sdo responsaveis pela sintese de componentes organicos da matriz 6ssea, e
depois de desempenhada a sua funcdo a sua maioria desaparece por um processo de morte
celular programada. Contudo parte destes ficam “aprisionados” na matriz que sintetizaram,
ficando inativos e convertendo-se assim em osteocitos. Os ostedcitos desempenham uma

funcdo importante na formacdo de osso, manutencdo da qualidade da matriz 6ssea e na
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nutricdo do osso. Eles também regulam a resposta do osso quando sujeitos a forgas
mecanicas. J& os osteoclastos sdo celulas fagocitarias responsaveis pela reabsor¢do do 0sso
por ataque quimico e enzimatico sendo importantes, juntamente com os osteoblastos, na
remodelacdo constante do tecido dsseo. Este processo continuo de remodelacdo envolve a
reabsorcdo 6ssea por parte dos osteoclastos e formacdo de novos tecidos 0sseos pelos

osteoblastos.?’

A componente organica € principalmente composta por colagénio e representa
aproximadamente 30% da composicdo do tecido désseo (Figura 1 - microestrutura). A
componente organica do 0sso tem como funcdo dar flexibilidade e resiliéncia ao 0sso. A
componente inorganica, responsavel pela resisténcia mecénica e rigidez do osso, é
constituida essencialmente por cristais de hidroxiapatite (HA), que apresenta a formula
quimica Ca10(PO4)s(OH)2, representando aproximadamente 70% da composigéo do tecido

6sseo (Figura 1 - nanoestrutura).?*

1.1.3. Propriedades mecanicas

Devido ao facto do osso ser um tecido altamente adaptavel, as suas propriedades
mecanicas variam com o individuo (idade, estado), a sua localizacdo no esqueleto, a
direcdo da carga aplicada (longitudinal, transversal) e a velocidade com que esta é
aplicada, bem como com o tipo de forca (compresséo, corte, tracdo). O facto do osso ser
constituido por vérias substancias organicas e inorganicas, torna-o um material
mecanicamente anisotropico. Tais factos justificam a diversidade de valores encontrados

na literatura.?®

A resisténcia maxima que 0 0sso consegue suportar observa-se principalmente ao longo do
seu eixo longitudinal, que se encontra paralelo ao eixo das fibras de colagénio e dos cristais
minerais. Os cristais de HA conferem uma grande capacidade de resisténcia a compressao,
enquanto as fibras de colagénio resistem as forcas de tracdo. Embora o0 0sso seja rigido,
este exibe um grau consideravel de elasticidade, o que € importante na sua capacidade em
suportar cargas. As forgas in vivo a que 0s 0ssos sd8o submetidos tém vérias origens
possiveis, tais como as cargas exercidas durante a marcha ou as forcas de impacto devido a
uma queda.?®?° A Tabela 1 resume algumas propriedades mecénicas e porosidade entre os

dois tipos de 0sso, 0sso cortical e 0sso trabecular.30-32
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Tabela 1 - Propriedades mecanicas e porosidade do 0sso.

Resisténcia mecanica ] .
Mdédulo de Young Porosidade

Tipo de 0sso a compressao
0,
(MPa) (GPa) (%)
Osso cortical 100-230 12-18 5-13
Osso esponjoso 2-12 0.05-0.5 30-90

1.1.4. Remodelacéao e regeneracao 0ssea

A remodelacdo 6ssea envolve a remocéo do tecido 6sseo antigo e a formagdo de um novo
tecido através dos osteoclastos e dos osteoblastos. Tal processo, permite que 0 0SSO se
adapte as mudancas dos esforcos mecanicos a que esta sujeito, prevenindo a regeneragdo
0ssea, e desta maneira confere-lhe a capacidade de se autorregenerar em casos de pequenas
fraturas. Além disso, este processo regula a concentracao de ides (especialmente de calcio)
nos fluidos bioldgicos.?

O processo de remodelacdo dssea pode ser dividido nas seguintes fases (Figura 2):

quiescéncia, ativacado, reabsor¢do, formacao e mineralizacéo.
= Fase quiescente: fase em que 0 0SSO esti em repouso;

» Fase de ativagdo: ativacdo da superficie Ossea antes da reabsorcdo, através da
retracdo das células de revestimento 6sseo (lining cells) e a digestdo da membrana
enddstea. A superficie mineralizada atrai 0s osteoclastos provenientes dos vasos
que se encontram proximos;

= Fase de reabsorcdo: os osteoclastos aderem a superficie do 0sso e comegam a
dissolver a matriz mineral, através da libertacdo de enzimas e secrecdes acidas;

» Fase de formacdo: nas areas de reabsorcdo, vao-se acumulando osteoblastos,
atraidos pelos varios fatores de crescimento armazenados na matriz. Estes
produzem a nova matriz dssea, inicialmente ndo calcificada (ostedide) que vai

preenchendo as areas reabsorvidas;

10



Capitulo 1 — Revisdo Bibliografica

» Fase de mineralizacdo: esta fase comeca 30 dias apds a deposicdo do ostedide,
terminando ao fim de 90 dias no 0sso esponjoso e 130 dias no osso cortical. A fase
de quiescéncia comeca novamente apds a fase de mineralizacdo, até haver uma

nova fase de ativacéo.*

—

Quiescéncia

()

Quiescéncia Ativagdo
Mineralizagao Reabsor¢ao
...\
Formagao
Células de 4 Osteoclast @ Osteoblast

revestimento 6sseo

Figura 2- Processo de remodelacdo éssea. Adaptado de: (Oryan et al., 2014) 3,

A regeneracdo 6ssea € um processo fisiologico complexo e bem definido de formacéo
Ossea, que estd envolvido na remodelacdo continua durante a vida adulta e pode ser
observado durante a cicatrizacio normal de uma fratura.? Este processo é composto por
uma série bem orquestrada de eventos biolégicos de inducdo e conducdo Ossea, para
otimizar a reparacdo esquelética e restaurar a sua funcdo. Eventos como a osteogénese,
osteoinducdo, osteoconducdo e osteointegracdo sdo necessarios na regeneracao 0ssea, dai a
necessidade de os enxertos 6sseos terem todas estas caracteristicas. A osteogénese é a
capacidade de produzir novo tecido 6sseo a partir dos osteoblastos por diferenciacdo das
células osteoprogenitoras presentes no 0sso ou provenientes do material do enxerto.®* A
osteoinducdo € um processo que estd diretamente relacionado com qualquer tipo de

cicatrizagdo 0ssea, induzindo a osteogénese. Este procedimento implica o recrutamento de

11
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células imaturas e a estimulagdo das mesmas para se desenvolverem em pré-osteoblastos.
A osteoconducdo é um fendmeno onde o0 0sso cresce numa superficie ou entre 0s poros,
que € o que acontece em muitos dos implantes 6sseos e a osteointegracdo ¢ o fendmeno

que permite a ancoragem estavel entre 0 0sso e um implante.*

Ao haver um desequilibrio entre a reabsorcdo e a formacdo de novo tecido dsseo, é de
esperar uma remodelacdo incorreta, 0 que pode levar a uma ma condic¢do patoldgica. Além
disso, e apesar de os tecidos 0sseos ao contrario de outros tecidos, terem a sua propria
capacidade de regenerar e reparar, existem condi¢fes em cirurgia ortopédica nas quais €
necessaria a regeneracdo do 0sso em grande quantidade (para além do potencial de
autorregeneracio). Se o defeito exceder o tamanho critico (1 cm®) o processo regenerativo
estd comprometido, pois o processo de reparacdo é mais exigente o que leva a falha da
cicatrizacdo e da reparacdo, formando-se tecido fibroso em vez de osso no local do
defeito.®* Como forma de prevenir isso é necessario utilizar um substituto 6sseo no local
do defeito, estimulando-se assim a osteogénese ou mesmo acelerando o processo de

cicatrizacao dos tecidos.

1.1.5. Tumores 0sseos

Os tumores d6sseos podem ser classificados em benignos (ndo cancerigenos) ou malignos
(cancerigenos). Ambos os tumores, podem crescer e comprimir 0s tecidos saudaveis,
contudo, os benignos ndo se espalham e ndo afetam o tecido 6sse0.%® O tumor Gsseo
maligno, o denominado “cancro”, consiste num processo onde ha desregulagdo das vias de
sinalizacdo celular, o que leva a um crescimento anormal por parte das células, formando
assim os tumores. O descontrolo da proliferagcdo celular e a posterior invasdo de tecidos
constitui a principal caracteristica desta doenca, levando a grandes defeitos 6sseos ou

mesmo & morte do individuo em muitos casos (Figura 3).%’

Os principais tipos de tumores que afetam 0s 0ssos sdo, 0 osteossarcoma (maligno), que
surge do ostedide no o0sso e ocorre com mais frequéncia no joelho e no braco, o
condrossarcoma (benigno), que tem origem no tecido cartilaginoso e ocorre com mais
frequéncia na pélvis, e a familia de tumores do sarcoma de Ewing (maligno), que
geralmente ocorre no 0sso, mas pode surgir em tecidos moles, e ocorre com mais

frequéncia na coluna vertebral, pélvis, pernas e bragos.®® No entanto, os tipos de tumores

12
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gue aparecem nas pessoas variam com o género, idade, genética, fatores ambientais e o

estilo de vida.®’

Atualmente, os principais tratamentos usados para os tumores 6sseos envolvem métodos
invasivos, como a quimioterapia, radioterapia e cirurgias para remoc¢do do tumor. Porém,
estas técnicas possuem desvantagens, pois apresentam efeitos secundarios indesejaveis, e
as operagdes cirurgicas ainda sdo bastante limitadas devido a dificuldade de se eliminar por
completo as células tumorais. Para além disso, os tratamentos ndo sdo totalmente efetivos,
visto que, muitos dos farmacos usados no tratamento do cancro também afetam as células
saudaveis.®’*° Posto isto, o desenvolvimento de dispositivos de forma a erradicar os
tumores e, simultaneamente, tratar os defeitos 6sseos, e capaz de libertar farmaco de uma

maneira especifica e direcionada seria uma mais-valia a saide humana.

N\

As células tumorais continuam a crescer e a morrer desde que 0
estado estaciondrio exista e até que novos vasos sanguineos se

4

Figura 3 - Desenvolvimento de um tumor. Adaptado de: (Campbell et al., 2007) 8.

13



Capitulo 1 — Revisdo Bibliografica

1.2. Estratégias para regeneracao de tecido 6sseo

Com o intuito de regenerar tecidos 0sseos danificados e recuperar a sua fungédo anatémica,
tém sido desenvolvidas estratégias diferentes, tendo como objetivo a melhoria do processo

de regeneracdo Ossea.

Quando € necessario a utilizacdo de dispositivos de substituicdo fisica, recorre-se a
utilizacdo de estruturas que tém como fungéo a substituicdo total ou parcial de uma parte
anatomica, como é o caso das proteses. Para tratamentos baseados em preenchimento
0sseo, de modo a promover o crescimento 0sseo e levar a cicatrizacdo do tecido, recorre-se
a enxertos.*® Os enxertos 0sseos autdlogos (tecido do préprio individuo) sdo o “padro-
ouro” no tratamento de defeitos 6sseos por combinarem todas as propriedades requeridas
para a regeneracdo, tal como a osteoinducdo, a osteogénese e a osteoconducdo. Apesar de
0s autoenxertos possuirem todas as necessidades indispensaveis ao tratamento, eles podem
levar & morbidade local, a infecdes e hematomas.*® Os aloenxertos (tecido de um dador de
espécie igual) sdo uma alternativa aos autoenxertos, contudo esta opcdo apresenta
limitacGes devido ao facto de estarem associados ao risco de infe¢es e/ou transmissao de
doencas, rejeicdo e reabsorcdo.*® Os xenoenxertos sio outra alternativa para os enxertos
autdlogos. Os xenoenxertos sao retirados de um individuo e colocados num individuo de
espécie diferente. Os mais comuns sdo os de origem bovina, suina e coral. No entanto, 0s
produtos de origem bovina podem transmitir doencas e infecGes. Tanto 0s xenoenxertos
como o0s aloenxertos perdem as suas propriedades osteogénicas e parte das propriedades

osteoindutoras durante o seu processamento.!

Desde o aparecimento da engenharia de tecidos, em meados de 1980, que esta area tem
vindo a evoluir continuadamente com o objetivo de estabelecer a estrutura e a fungédo de
um defeito.*! Atualmente as estratégias de engenharia de tecidos dividem-se em trés
abordagens diferentes identificadas de forma a promover a regeneragdo dssea (Figura 4).
Na primeira abordagem apenas séo utilizadas células osteogénicas, implantadas na zona do
tecido danificado. O objetivo é autorregenerar o tecido danificado através do implante de
um dador, do préprio paciente ou substituicdo de células progenitoras diretamente no
tecido danificado. Este processo evita complicagdes cirurgicas e permite a expansdo de
células em cultura celular, contudo pode haver falhas devido a rejeicdo imunoldgica ou por

morte das células transplantadas, face a auséncia de uma estrutura que replique as funcGes
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da matriz extracelular.*>*® A segunda abordagem consiste na implantagdo direta de um
scaffold poroso sem utilizacdo de células incorporadas. Este scaffold ird servir como
suporte estrutural que ira promover a adesdo e proliferacdo celular, e consequente
crescimento do tecido.*?** A terceira abordagem também recorre & utilizacdo de scaffolds
porosos, no entanto neste processo células progenitoras sdo transplantadas, expandidas em
cultura celular e incorporadas no scaffold. As células incorporadas védo aderir, proliferar
progressivamente na matriz extracelular ao mesmo tempo que o scaffold se degrada. Esta
ultima abordagem apresenta melhores resultados que as duas anteriores, em termos de

regeneracao e cicatrizagdo do defeito.*24

1° abordagem

T
B = ) - o el
- »——’/ sl
? -:,c// m w :f’j?;f’z"

Figura 4 - Esquema das trés abordagens principais da engenharia de tecidos que podem ser usadas para
regenerar defeitos nos tecidos 6sseos. Adaptado de: (Hess et al., 2017) 6.

1.2.1. Scaffolds como substitutos 6sseos

Devido as limitagdes que 0s enxertos 0sseos anteriormente mencionados apresentam, o
desenvolvimento de substitutos 0sseos sintéticos porosos e biodegradaveis, que promovem
a adesdo e proliferacdo celular, tem vindo a ganhar cada vez mais interesse nos ultimos
anos. Os scaffolds sdo estruturas que apresentam tais caracteristicas. Um scaffold é uma

estrutura porosa 3D que tem um papel importante na regeneracdo 0ssea, pois este material
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proporciona a adesd@o, proliferacdo e diferenciacdo celular e a producdo de matriz
extracelular, com consequente crescimento 0sseo, até que o0 novo tecido seja

completamente restaurado/regenerado.*?

Para que ocorra uma boa formacdo Gssea, o scaffold ideal deve possuir determinadas

caracteristicas e propriedades, tais como 14445

e Fornecer uma estrutura 3D temporaria, que imite as funcdes fisioldgicas da matriz
extracelular original e estimule o crescimento dos tecidos;

e Elevada biocompatibilidade, isto é, capacidade de suportar a atividade celular
normal sem provocar qualquer efeito nocivo nos tecidos;

¢ Incentivar a adesdo, proliferacéo e diferenciacdo celular, bem como a adsorg¢éo dos
metabdlitos bioldgicos;

e Promover a ligacdo ao tecido hospedeiro sem a formacdo de um tecido cicatricial;

e Taxa de degradacdo semelhante a da formacdo de novo o0sso, de tal modo que no
momento em que o local de adesdo esteja totalmente regenerado, o scaffold deva
estar totalmente degradado. Além disso, o material de degradacdo ndo deve ser
toxico;

e Superficie porosa e com poros interconectados, com tamanhos de poro pelo menos
de 100 um, para facilitar o crescimento do tecido, angiogénese e um fluxo eficaz de
nutrientes. Tamanhos de poros entre 200-900 pum tém-se mostrado mais adequados
para 0 uso na engenharia do tecido 0sseo;

e Possuir propriedades mecanicas semelhantes as do 0sso saudavel, com capacidade
de suportar cargas e transferir as mesmas, gradualmente, para os tecidos vizinhos,
para se evitar falhas apds a sua implantacao;

o Ser esterilizavel e cumprir os requisitos legais para utilizacéo clinica;

e Ser conforméavel por técnicas de processamento capazes de produzir o scaffold de

acordo com a geometria do defeito do osso do paciente.

Tanto o material que constitui o scaffold como a sua estrutura (superficie, porosidade, e
interconectividade de poros) desempenham um papel importante na regeneracdo de
tecidos. Num scaffold é necessario haver um compromisso entre a sua densidade e

porosidade, pois embora as propriedades mecénicas sejam melhores num scaffold mais
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denso, é a sua porosidade que fornece uma melhor taxa de ades&o e incentiva a uma boa

proliferacéo celular.*

As propriedades mecénicas, tal como a taxa e a extensao da regeneracdo variam muito com
0s materiais a partir do qual é feito o scaffold, pela sua arquitetura e porosidade, sendo
também influenciadas pelo estado e pelo ambiente mecénico do local onde é colocado. Se
a morfologia e a dimensdo do defeito forem extensas e criticas, isso colocara em causa o
mecanismo regenerativo. Muitos estudos in vivo demonstram o papel importante da
sensibilidade mecéanica do tecido 0sseo e a interacdo entre os biomateriais e 0s 0ss0s. A
estabilidade mecénica e o potencial biolégico do 0sso e os tecidos circundantes s&o
bastante cruciais para a regeneracao 0ssea € a cicatrizacdo de fraturas, pelo que basta uma

tnica mudanca num destes fatores para afetar diretamente o resultado final.*

1.3. Biomateriais utilizados em scaffolds

Para a producdo de um scaffold a escolha do material ou materiais a utilizar € importante,
uma vez que as suas propriedades irdo determinar, em grande parte, o desempenho do

scaffold.

Os biomateriais utilizados como scaffolds para a regeneracdo 0ssea podem ter origem
sintética ou natural. Embora os materiais naturais apresentem vantagens em termos de
biocompatibilidade mecanica e estrutural com os tecidos, tem existido um enorme interesse
pelo desenvolvimento dos materiais sintéticos, pelo facto de serem mais faceis de produzir

e por terem uma microestrutura controlada.*

De acordo com a resposta do tecido hospedeiro, os materiais podem ser classificados
segundo o seu comportamento bioldgico: bioinertes - ndo ha interacdes quimicas com o
tecido, o que ndo provoca reacfes estranhas no organismo do paciente (titanio, zirconia e
alumina); bioativos - ocorre interagdes com os tecidos vivos, pois normalmente tém, na sua
composicdo, ides de calcio e/ou fosforo (no casos dos substitutos Gsseos) que véo
estabelecer uma ligacdo quimica com o 0sso envolvente (hidroxiapatite, vidros bioativos);
reabsorviveis - materiais que se degradam lentamente e possibilitam que as células
saudaveis crescam e substituam a matriz que o constitui (fosfato tricalcico, vidros

bioactivos).*’
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Nos implantes biodegradaveis é necessario ter em conta as propriedades de manuseamento,
as capacidades osteocondutoras e osteoindutoras, a taxa de degradacédo e, dependendo do
local, as propriedades mecéanicas. A taxa de degradacdo estd ligada com a porosidade do
material. Um aumento da porosidade leva geralmente a um aumento da area superficial
exposta ao meio envolvente, podendo ocorrer a dissolugéo e/ou degradacdo mediada pelas

células e enzimas, levando assim a um aumento da taxa de degradagéo.?

Atualmente, utilizam-se biomateriais de natureza muito variada para o fabrico de scaffolds,
incluindo uma variedade de cerdmicos e polimeros. Seja quais forem os materiais
utilizados em scaffolds para regeneracdo Ossea, estes devem apresentar capacidades
osteoindutoras, osteocondutoras e de osteointegracdo.*> Materiais como o colagénio,
hidroxiapatite (HA), p - fosfato tricalcio (B-TCP), cimentos de fosfato de calcio, o &cido
polilactico (PLA), o &cido poliglicélico (PGA), quitosano (CH), fibroina, biovidros, entre
outros, sdo exemplos de alguns materiais utilizados.*® Os biopolimeros tém vindo a ser
bastante usados para a producdo de scaffolds, como é o caso, da policaprolactona (PCL) e
o do poli acido latico-co-glicdlico (PLGA).1%! Contudo, os scaffolds & base de polimeros
apresentaram algumas desvantagens devido as suas propriedades hidrofdbicas, dificuldade
em controlar a libertacdo de farmacos e também devido as suas baixas propriedades
osteocondutivas.'? Por esse motivo, os fosfatos de calcio continuam a ser a melhor escolha
para reparacdo de defeitos Gsseos, uma vez que a sua parte mineral é idéntica a do 0sso
(célcio e fosforo), e para além disso, apresentam elevada biocompatibilidade, propriedades

osteoindutivas e osteocondutivas.'3

Neste trabalho serdo focados apenas materiais ceramicos da familia dos fosfatos de calcio,
nomeadamente o B-fosfato tricalcio (B-TCP) e hidroxiapatite (HA), e a mistura destes com

polimeros formando compasitos.

1.3.1. Fosfatos de calcio

Uma fonte de calcio e fosforo € crucial durante a regeneracéo 6ssea, e por esse motivo, 0s
ceramicos pertencentes a familia dos fosfatos de calcio (CaPs) tém vindo a ser bastante
utilizados como substitutos 6sseos, revestimento, cimentos e sistemas de libertacdo de
farmacos devido a sua similaridade quimica com a parte inorganica da matriz 6ssea, o que

permite uma boa ligagdo com as células.*®
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Estes biomateriais sdo considerados bioativos devido a sua interacdo ativa com as
superficies 6sseas durante a regeneracdo 6ssea, permitindo assim a osteointegracao que €
importante na regeneracdo do tecido 6sseo a medida que o 0sso sofre uma remodelagédo
dindmica do tecido durante o processo de regeneragdo.® A biocompatibilidade, bem como
propriedades osteocondutoras e osteoindutivas destes materiais foram bem documentadas,

tornando-se assim os materiais porosos mais comumente usados em scaffolds. 3145152

Uma das propriedades mais importantes destes materiais é, provavelmente a solubilidade,
pois 0 seu comportamento in vivo pode ser previsto em grande medida pela solubilidade.
Se a solubilidade do CaP é menor que a parte mineral do 0sso, este ira degradar-se mais
lentamente, no entanto, se for maior a do o0sso, 0 CaP é mais rapidamente degradado.®
Outra propriedade importante € o comportamento mecanico que os CaPs apresentam, pois,
esta influencia fortemente as suas aplicacbes como implantes. A tensdo, a resisténcia a
compressdo e a resisténcia a fadiga dependem do volume total de porosidade, que se pode
encontrar sob a forma de microporos ou macroporos. Além disso, sendo materiais
ceramicos, os CaPs apresentam uma dureza elevada e um comportamento fragil, o que

pode influenciar na sua aplicabilidade. >
A reabsorcdo ou a biodegradagdo dos CaPs ¢ causada pelos seguintes fatores:>*

e Dissolucdo fisico-quimica, que depende da solubilidade do material e do pH do

meio, havendo a possibilidade de se formar novas fases a superficie;

e Desintegracao fisica, levando a formacdo de pequenas particulas como resultado

de um ataque quimico nas fronteiras de grao;

e Fatores bioldgicos, como a fagocitose, que causam uma reducdo do pH do meio,
causando a degradagéo dos CaPs.

Na Tabela 2 sdo apresentados os CaPs mais comuns.
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Tabela 2 - Fosfatos de calcio mais comuns. Adaptado de: (Dorozhkin et al., 2011) *5.

Designacao Formula guimica Ca/P
Fosfato monocalcico Ca(H2PO4)2.Hz0 0,5
monoidratado
Fosfato monocalcico anidro Ca(H2P0s4)2 0,5
Fosfato dicalcico diidratado CaHPO..2 H,O 1
ou brushite
Fosfato dicalcico anidro ou CaHPO, 1
monetite
Fosfato octacélcico Cag(HPO4)2(PO4)45H20 1,33
Fosfato de calcio amorfo CaxHy(PO4)..nH20 12-22
a-fosfato tricalcico Caz(PO4), 15
p-fosfato tricalcico Caz(POa): 15

Hidroxiapatite  deficiente Ca10x(HPO4)x(POs)6-x(OH)2x 1,5-167

em calcio 0<x<I1
Hidroxiapatite Ca10(PO4)s(OH)2 1,67
Fosfato tetracalcico Cas(P04)20 2

O CaP mais produzido e menos dispendioso na industria continua a ser a hidroxiapatite
(HA). O fosfato tricalcico também esta disponivel em grande escala na inddstria e é
provavelmente o material bioreabsorvivel mais utilizado.*” Este material existe a
temperatura ambiente sob duas formas cristalinas alotropicas o e 3, como se pode verificar

pela Tabela 1, sendo a fase 3 a abordada neste trabalho.

> P - Fosfato tricalcico

O pB-fosfato tricélcico (B-TCP), com uma estrutura cristalina romboédrica, tem sido
amplamente utilizado na substituicdo e na regeneracdo do tecido 6sseo, sob vérias formas
de scaffolds, em cimentos 6sseos ou como reforgo de scaffolds poliméricos. O B-TCP &
bioativo e biocompativel, sendo completamente absorvido pelo organismo num intervalo

de tempo de 1 a 2 anos.*’

A forma B pode ser obtida por calcinacdo a 700-800 °C de apatites deficientes em Ca, com

perda de agua, de acordo com a reacio:*’
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Cag(HPO4)(PO4)s(OH) — 3Ca3(POas)2+ H20 1)

O B-TCP, fase de baixa temperatura, é estavel desde a temperatura ambiente até 1125 °C,
podendo também ser estabilizado pela presenca de pequenas quantidades de impurezas
idnicas, como os ides Mg?*, frequentemente associados aos sais de calcio.” Numa gama de
temperaturas entre 1125 °C a 1430 °C, ele transforma-se na fase a-TCP que pode ser

mantida & temperatura ambiente como fase metastavel.?

Este material apresenta velocidades de solubilidade muito maiores no organismo que a
HA. Esta velocidade de absorcdo ndo coincide com a velocidade de formacdo do 0sso, 0
que leva a problemas na sua aplicacdo como material puro. E importante que a velocidade
de degradacdo do material se adeque a formacdo do 0sso, visto que uma taxa de
degradacéo lenta pode resultar na sua persisténcia no corpo durante mais tempo, e uma
velocidade demasiado rapida ndo assegura a integridade mecanica do substituto em tempo

suficiente para cumprir o seu objetivo.>®

» Hidroxiapatite

A hidroxiapatite € o constituinte mineral natural encontrado no 0sso representando 30 a
70% da massa dos 0ssos e dentes. A sua férmula estequiométrica é Caio(PO4)s(OH)2, com
uma razdo Ca/P de 1,67 e é o fosfato de célcio mais estavel e 0 menos soltvel de todos. Ao
contrario do B-TCP, a velocidade de degradacdo em contacto com os fluidos corporais é

baixa, fazendo com que se mantenha no organismo durante anos.®’

A obtencdo deste material pode ser por precipitacdo (HAp) ou a altas temperaturas (HA).
Ambos os métodos de obtencdo, ndo irdo alterar a estrutura cristalina, ou seja, séo
hexagonais, contudo as propriedades sdo alteradas, como por exemplo, as propriedades
mecanicas. Por norma a HAp é nao estequiométrica (Caio-x(HPO1)x(PO4)s-x(OH)2-), sendo
obtida a partir de solu¢des que contém ides de calcio e fésforo numa razdo Ca/P=1,67, a
pH>9, mantendo-se o precipitado sob condi¢cdes apropriadas. No entanto, esta pode ter
uma razdo molar de Ca/P entre 1,50-1,67, chamada de hidroxiapatite deficiente em calcio

ou fosfato tricalcico (TCP). 4757

A HAp comparada com a HA, é geralmente pouco cristalina e com um tamanho de cristais

pequenos e apresenta, normalmente, uma area superficial superior a da HA, o que faz com
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que seja mais reativa em termos bioquimicos. Para além disso, a HAp apresenta sempre, tal
como a apatite bioldgica, um certo grau de substituigio por outros ides.*”>’

A hidroxiapatite sintética é considerada uma opcao para substituicdo éssea, pois trata-se de
um material biocompativel, osteocondutor e bioativo, 0 que a torna um bom material para

promover a formagdo de novos tecidos 6sseos.>’

> Fosfatos de Calcio Bifasicos

Um bioceramico completamente reabsorvivel tem sido o objetivo de vérios estudos.
Contudo, um material com uma taxa de reabsorcdo demasiado rapida pode interferir na
formacdo dssea, pois 0 biomaterial pode degradar mais rapido do que a formagéo do 0sso.
Além disso, a libertagdo de altas concentracdes de célcio num curto intervalo de tempo
resulta numa mudanca de pH no ambiente, o que pode levar a uma resposta inflamatéria e
a formacdo de tecido fibroso. Consequentemente, um CaP com uma taxa de reabsorcao
menor necessita de ser estavel por um periodo de tempo suficiente para permitir a
formacdo dos tecidos 6sseos, de modo a que ndo resulte na sua persisténcia no corpo mais

tempo do que o necessario.*?

Como visto anteriormente, o B-TCP e a HA apresentam taxas de reabsorcdo diferentes. A
HA tem uma taxa de reabsor¢do mais lenta, enquanto o B-TCP apresenta uma taxa de
reabsorcdo mais rapida. Devido a estas diferencas, surgiu o interesse de se usar os dois
materiais em conjunto: (1) por misturas de pos de HA com B-TCP, com raz8es controladas
ou (2) por uso de poés bifasicos (BCP) que podem ser sintetizados por varios métodos,
sendo a precipitacdo quimica uma das mais usadas®*®*°, obtendo-se materiais de fosfatos
de célcio bifasicos, desenvolvidos para controlar melhor a bioatividade e o processo de
reabsor¢do durante a substituicdo éssea, tornando-os desta forma mais versateis em

comparaGao com outros CaPs e mesmo aos seus componentes individuais.*

1.3.1.1. Substituicdo ionica em fosfatos de calcio

A parte mineral do osso € semelhante a HA, tendo na sua composic¢do outros elementos
qguimicos que desempenham um papel importante nos processos bioldgicos, pelo que a

dopagem de CaPs com estes elementos tem sido alvo de interesse por parte da comunidade
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cientifica. A dopagem consiste numa substituigdo idnica na estrutura molecular dos CaPs e

ocorre normalmente de forma catidnica.

Devido ao seu interesse bioldgico, a incorporacdo de ides em fosfatos de calcio sintéticos,
tais como, Mg, Sr, Zn, Na, K, entre outros tem despertado muito interesse. O magnésio
(Mg) tem um papel chave no metabolismo mineral do osso, uma vez que influéncia a
atividade dos osteoblastos.®®®? O estroncio tem efeitos benéficos no tratamento da
osteoporose devido a prevencdo da perda dssea e manutencdo de inibicdo da reabsorcédo
6ssea e manutencdo da formagdo 6ssea.’’ O sédio tem uma fungdo importante na ades&o
celular e nos processos do metabolismo e reabsorcdo 6ssea. O zinco tem um papel
importante no processo de regeneracdo 6ssea, pois promove a proliferacdo e diferenciacdo
dos osteoblastos.?’ O potassio € um elemento responséavel pela regulacdo do processo
bioquimico e importante no processo de nucleagdo da apatite natural.®® A presenca de ides
“estranhos” na estrutura de fosfatos de célcio sintéticos pode alterar as suas propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas, como por exemplo, os parametros de rede, solubilidade,
cristalinidade, reabsorcdo Ossea, bioatividade, entre outros.®®’ Sobre esta perspetiva, a
incorporacdo de ides tem sido e continua a ser alvo de muitos estudos, com o principal

objetivo de sintetizar fosfatos de célcio com propriedades melhoradas.

A dopagem com ides ferro comegou a aparecer na literatura recentemente.*”%%° Q ferro, é
um elemento que representa aproximadamente 35 e 45 mg/kg de peso corporal em
mulheres e homens adultos, respetivamente.”® E um dos ides metalicos essenciais dos
0SS0S, que participa em processos celulares do organismo humano, tais como, na sintese de
acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN), proteinas, processo de
transporte de eletrbes, proliferacdo e diferenciacdo celular. Sendo este, um elemento
coordenador da hemoglobina e mioglobina, torna-se indispensavel para o transporte de
oxigénio e regulacdo de varios processos metabdlicos.”t No entanto, devido a sua
capacidade de formar radicais livres, a concentracdo de ferro nos tecidos deve ser
moderada, pois em quantidades excessivas pode provocar danos severos nos tecidos.’
Além do ferro ser um elemento essencial no organismo humano, é um material que
apresenta propriedades magnéticas, o que o torna ainda mais vantajoso na dopagem de
CaPs.
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O uso de materiais magnéticos € uma grande vantagem no tratamento de defeitos dsseos,
causados principalmente por tumores, pois é sabido que estes materiais conseguem
melhorar as respostas dos osteoblastos, levando a formacdo 0ssea, e ainda serem usados
como sistemas de hipertermia para combater o cancro.!®3™* Atualmente sio varios os
estudos de dopagem de CaPs com ibes ferro de forma a produzir materiais com
propriedades bioldgicas e hipertérmicas melhoradas, e de forma a perceber possiveis

alteragOes na estrutura cristalina,®%7>7

Tampieri et al.*’, sintetizaram pos de HA dopados com Fe?*/Fe®* introduzindo os ides ferro
na estrutura cristalina da HA e obtiveram p6s com comportamento superparamagnético, e
com formacao reduzida de magnetite como fase secundaria. As medidas de hipertermia, ou
seja, a evolucdo do calor ao longo do tempo de exposicdo a um campo magnético,
mostraram um aumento de temperatura de cerca de 40°C em 60s. Ainda neste trabalho, os
autores concluiram que quando aplicado um campo magnético, ocorre um aumento
significativo da proliferacdo celular em comparacdo com os pds onde ndo se aplicou

nenhum campo magnético.

No trabalho realizado por Singh et al. foram sintetizados p6s de B-TCP co-dopados com
Fe3*, por precipitacdo em meio aquoso, usando quantidades de Ferro entre 2,5 e 12,5
mol%. Os resultados obtidos mostraram que foi possivel incorporar 5,02 mol% de Fe** na
rede cristalina do B-TCP, sem aparecimento de fases secundarias. Para quantidades de
Ferro de 7.54 mol%, os autores observaram a formacao da fase trigonal CasFe(POs)7 como
fase maioritaria, com uma pequena quantidade da fase CaFe3(P0O4)30, sendo este pd o que
apresentou a melhor resposta magneto-térmica. Todos os pds estudados apresentaram
biocompatibilidade, confirmado por testes de citoxicidade, hemoliticos e Fosfatase
Alcalina (ALP).

1.3.2. Compositos

A combinagdo de polimeros e cerdmicos no fabrico de scaffolds sdo uma estratégia
interessante, visto que 0 0sso ja é uma combinagdo entre um polimero (colagénio) e um
material ceramico (apatite bioldgica). Portanto, o desenvolvimento de um scaffold de

polimero e fosfato de célcio tem como objetivo reter as vantagens de ambos os materiais,
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de modo a alcancar o mais proximo possivel as propriedades mecanicas e fisioldgicas do

0550.%

Devido as excelentes propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade, e
antibacterianas do quitosano, e devido a composi¢do quimica dos CaPs serem semelhantes
a componente inorganica do osso, scaffolds compdsitos de quitosano/CaP sdo uma escolha
promissora para a engenharia de tecido 6sseo. De acordo com Ito et al.”” membranas
compdsitas de quitosano/HAp implantadas na calvéria de ratos sdo biologicamente bem
toleradas e promovem a osteogénese. Zhang et al.”® comprovaram que com a adigdo de
B-TCP ao quitosano, o modulo de compressdao e a tensdo de cedéncia dos scaffolds
compésitos melhoraram bastante. Além disso, de acordo com Finise et al.” pode ocorrer a

reticulacdo do quitosano na presenca de pés de CaP.

Uma outra forma de aumentar a resisténcia mecénica do quitosano, que por si s6 é
mecanicamente fraco, é a adicdo de agentes reticulantes a composi¢do do quitosano. Os
reticulantes sdo materiais que permitem a formacao de ligacGes covalentes entre as cadeias
poliméricas, sendo os dialdeidos (como o glutaraldeido ou o glioxal) e a genipina, 0s mais
usados no caso do quitosano.®’ No entanto, os dialdeidos sio considerados toxicos, o que
aumentou o interesse pelo uso da genipina, pois é mais biocompativel e ndo apresenta
citotoxicidade para as células humanas e animais.2®" A genipina reage com os grupos

amina do quitosano, dando origem & sua reticulacdo (Figura 5).8

Quitosano

NH, OH
go 0 o] NH, OH
- O Ho go 0 0
OH NH2 - 0 HO OH
OH
N
X

0" "NH OH
Ho 0
-0 0

OH NH,

Reticulacdo com a genipina

Figura 5 — Reticulagdo do quitosano pela genipina. Adaptado de: (Bianchi et al., 2015) 82
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1.4. Scaffolds magneéticos como substitutos 6sseos

Devido ao fato de o 0sso ser um material magneto-sensivel, foram ja utilizados com
sucesso estimulos de forca mecénica para promover a regeneracdo Ossea. Além dos
estimulos mecanicos, a estimulacdo magnética originada por um campo magnético estatico
(Static Magnetic Field, SMF) também foi explorada para 0 mesmo efeito. Devido a
influéncia que os campos magnéticos tém na estimulacdo das células, o interesse pelos
biomateriais magnéticos para aplicacdes em engenharia de tecido 6sseo esta a ser cada vez

maior.8?

Atualmente, e segundo a literatura, a obtencdo de scaffolds magnéticos com propriedades
hipertérmicas e mecanicas, funcionais para implantacdo 6ssea, € feita por incorporacdo de
nanoparticulas magnéticas (NPMs) nos scaffolds.*>88387 O uso de NPMs & base de 6xidos
de ferro, maghemite (y-FexO3) ou magnetite (FesOs) com um comportamento
superparamagnético, também conhecidas por SPIONSs, do inglés superparamagnetic iron
oxide nanoparticle, demonstram um elevado potencial para terapias genéticas,
administracdo de bioagentes, hipertermia antitumoral, libertacdo de farmaco ou como
agentes de contraste em imagem de ressonancia magnética nuclear (RMN), gracas a
possibilidade de ndo reterem qualquer magnetizacdo residual apos a remogdo do campo
magnético.31982891 Qg scaffolds carregados com NPMs podem ser ativados através da
aplicacdo de um campo magnético externo, que ird induzir no sistema um campo com um
gradiente magnético que provoca o deslocamento das particulas, produzindo forcas de
compressao e de tracdo na membrana da célula, resultando na deformacéo do citoesqueleto
das células.®? As forcas transmitidas sdo projetadas para ativar uma série de vias de
sinalizacdo intracelular, incluindo alteracBes nos niveis de calcio e a “ativagdo” das
proteinas quinases ativadas por mitdgenos (Mitogen Activated Protein Kinases, MAPK)
que irdo responder aos estimulos sentidos, levando a uma regulacdo dos ostedcitos e dos
osteoblastos, conduzindo, eventualmente, ao desenvolvimento e a fungdo normal do tecido
6sse0.8? Contudo, os efeitos a longo prazo no corpo humano de NPMs de 6xido de ferro
ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Devido a necessidade de usar NPMs sem qualquer
tipo de toxicidade, o interesse pelo desenvolvimento de um material com caracteristicas

magnéticas, biocompativel, bioreabsorvivel e com uma composi¢do semelhante a do 0sso
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natural, tem vindo a ganhar muito interesse, pois um material com todas estas

caracteristicas garante um resultado eficaz e sem qualquer risco para a salde.

Na literatura ja existem alguns trabalhos que demonstram a aplicacdo da dopagem de
fosfatos de calcio com ides ferro, de modo a obter pds magnéticos e/ou magneto-térmicos
com melhores propriedades regenerativas e que possam simultaneamente ser aplicados em
tratamento do cancro por hipertermia.l”%8% O fabrico de scaffolds para regeneragio dssea
partindo de pastas com elevados teores destes p6s ndo foi ainda reportado. De seguida
serdo apresentados alguns dos estudos realizados para a obtencdo de scaffolds magnéticos

com diferentes materiais.

1.4.1. Estudos Realizados

Nos dias de hoje sdo varios os materiais utilizados na producéo de scaffolds magnéticos,

estando apresentado na Figura 6 0s mais investigados.
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Figura 6 - Scaffolds magnéticos mais estudados. Adaptado de: (Zhang et al., 2016) &.

De forma a obter scaffolds magnéticos porosos biocompativeis, Bock et al.®® produziram
scaffolds de colagénio e da mistura HA/colagénio e infiltraram-nos em solucdes aquosas de

nanoparticulas magnéticas. Os autores verificaram que as NPMs foram eficientemente
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incorporadas nos scaffolds, contudo, houve uma maior incorporagdo nos scaffolds de
HA/colagénio do que nos scaffolds de colagénio puro. A partir de estudos in vitro, foi
possivel verificar que os scaffolds magnéticos apresentavam uma biocompatibilidade

adequada.

No trabalho realizado por Zeng et al.®, foram desenvolvidos scaffolds sinterizados de HA,
posteriormente magnetizados por imersdo em solugdes de NPMs de diferentes
concentracdes (0-2 wt.%). Os resultados demonstraram que os scaffolds magnéticos
aumentaram a adesao celular, proliferacdo e diferenciacdo em relacdo com o grupo de
controlo (ndo magnéticos). Ao aplicar-se um campo magnético externo, houve um

aumento na proliferacdo celular com o aumento da concentracdo de NPMs.

Wu et al.®, fabricaram scaffolds sinterizados de HA e de HA/TCP com NPMs, para
estudar a capacidade de reparar 0sso quando aplicado um campo magnético. Para se saber
a influéncia dos materiais magnéticos na expressdo da proteina morfolédgica do osso (Bone
Morphogenetic Proteins, BMP), implantou-se BMP-2 em musculos de ratos. Os resultados
demonstraram que as amostras apresentam boa biocompatibilidade com as células dsseas.
As nanoparticulas superparamagnéticas ndo afetaram a ligacdo das BMPs aos scaffolds.
Foi verificado, por fim, que a implantacdo de scaffolds de HA/TCP, NPMs e BMP-2
acelerou a formacao de tecido 6sseo, quando aplicado um campo magnético.

Em 2011, De Santis et al.%%, produziram scaffolds magnéticos de poli(e-€aprolactona,
PCL), incorporando NPMs de magnetite (FesOs). A técnica de manufatura aditiva permitiu
fabricar scaffolds com uma maior precisdo e com uma estrutura porosa totalmente
interconectada. Os testes de tracdo realizados em filamentos de PCL e PCL/Fe3Qq,
revelaram um comportamento ddctil para ambos. A fase magnética melhorou
mecanicamente a matriz de PCL, ou seja, 0 modulo de elasticidade e a tensdo maxima
aumentaram de 10% e 30%, respetivamente. A partir das medi¢Ges magnéticas, viu-se que
os scaffolds de PCL mostraram um comportamento superparamagnético. Nos ensaios in
vitro, verificou-se um aumento da adesdo e proliferacdo de células nos scaffolds
magnéticos, quando comparados com o scaffold de PCL puro, o que indica que os scaffolds
magnéticos apresentam melhor desempenho biolégico quando submetidos a um campo

magnético.
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Wu et al.®® desenvolveram um scaffold multifuncional de vidro bioativo para hipertermia e
liberacdo de farmaco. Para este fim, foram preparados scaffolds onde se incorporou 5% e
10% de Fe nos biovidros. A incorporacdo do Fe na estrutura do biovidro aumentou a
atividade mitocondrial e a expressao de genes relacionados com o 0sso (ALP e OCN), nas
celulas estaminais mesenquimais da médula 6ssea (bone marrow mesenchymal stem cells,
BMSC) ligadas aos scaffolds. Os scaffolds obtidos apresentaram propriedades magnéticas,

biodegradabilidade, bioatividade e ainda uma boa capacidade de libertacdo de farmaco.

1.4.2. Tratamento do cancro por hipertermia

Desde que se descobriu que temperaturas acima da temperatura corporal normal (= 37°C)
séo capazes de parar o crescimento tumoral e assim limitar o desenvolvimento do cancro, a
inducio de calor recebeu uma atencdo especial.*® A hipertermia é um tratamento que tem
vindo a ser cada vez mais usado em conjunto com a radioterapia e a quimioterapia. O seu
principal objetivo é reduzir as doses quimioterapéuticas ou os niveis de radiacdo
necessarios para manter ou mesmo melhorar a eficiéncia do tratamento.®® A hipertermia
pode ser local, regional e global (todo o corpo), dependendo da localizacdo da doenca. Na
hipertermia local apenas uma pequena area de interesse € que € sujeita a calor, sendo por
isso a que tem ganho mais atencdo pois ha menor risco de danificar os tecidos saudaveis.*®

Com a hipertermia local as temperaturas aplicadas entdo num intervalo de 40°C a 46°C.%’

Devido a possibilidade de converter a energia magnética em energia térmica, 0s materiais
magnéticos mostraram serem eficazes no tratamento de diversas doengas, incluindo no
tratamento de tumores, combinando a cirurgia como tratamento convencional e hipertermia
como uma via alternativa de tratamento. O calor que é gerado pelas NPMs quando sujeitas
a um campo magnético tem como principal objetivo ter um efeito terapéutico via
hipertermia, originando localmente um aumento de temperatura, levando a morte das
celulas tumorais sem danificar as células saudaveis. As particulas que contém material
ferromagnético, como ferro ou 6xido de ferro, tipicamente com uma estrutura cristalina de
maghemite (y-Fe;O3) ou de magnetite (FesOs), podem ser aquecidas usando campos
magnéticos alternados (Alternating Magnetic Field, AMF), permitindo o tratamento

localizado do cancro devido ao efeito de hipertermia,1%%:%
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Para o tratamento de tumores Osseos existem dois passos principais, sendo esta
metodologia apresentada por Andronescu et al.® No primeiro passo é necessario uma
intervencdo cirdrgica para uma remocao do tecido tumoral, enquanto o segundo passo
consiste em preencher o defeito 6sseo resultante com materiais multifuncionais, de forma a

reparar/regenerar e a matar as células cancerigenas residuais (Figura 7).

Implantacio
de sistema Campo
Tecido dsseo tumoral multifuncional eletll'(:magltlietxou Regeneracio
Excisdo 6ssea tumor alternado
— —_— ——————

Sistema
multifuncional
para preenchimento
dsseo e efeitode
hipertermia

Célula tumoral residual

Defeito dsseo

\

Figura 7 - Tratamento do cancro com ressec¢do tumoral e posterior efeito hipertérmico. Retirado de:
(Marques et al., 2014) .

1.5. Libertacéo controlada de farmaco

Atualmente, as vias de administracdo de farmacos mais frequentes sao entérica, parentérica
e pulmonar. No entanto, a sua administracdo com sucesso € um desafio, uma vez que se
verificam problemas relacionados com o dificil acesso ao local de a¢do. Na sua origem
estdo diversos fatores, nomeadamente, o risco de degradacdo por parte de enzimas, a
elevada massa molecular que pode dificultar a absorcdo para a circulagdo sistémica,
tempos de semivida curtos, entre outros.*® Para além disso, € sabido que na administracio
de um farmaco, a maior parte desse farmaco pode ndo atingir o tecido alvo, devido a
distribuicdo deste pelos diferentes tecidos.® Um outro problema ¢ que a administragdo de
uma grande quantidade de farmaco ao longo de um tempo de administracdo longo, pode
levar a uma resisténcia ao medicamento por parte das bactérias, assim como, efeitos

indesejaveis de toxicidade.

Nas formas convencionais de administracdo de farmacos existe um aumento brusco da

concentracdo do farmaco no sangue, atingindo-se um méaximo de concentracdo no plasma,
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seguindo-se uma diminuicdo exponencial, o que obriga a que sejam efetuadas varias
administragBes para se restabelecer os niveis terapéuticos. Quando a concentracdo do
farmaco no plasma se encontra acima da concentracdo minima eficaz do intervalo
terapéutico, o farmaco exerce a sua agdo terapéutica, mas quando a concentracdo desce
abaixo desse limiar, a sua acdo € inutil para o tratamento. Se a concentracdo do farmaco se
encontra acima do limite maximo do intervalo terapéutico torna-se toxico. Desta maneira
torna-se necessario administrar o farmaco varias vezes ao dia, originando variacfes dos
niveis de farmaco no organismo, garantindo-se desta maneira que a concentracdo do
farmaco seja eficaz e ndo toxica (valores compreendidos dentro do intervalo
terapéutico).102

Na Figura 8 é comparado o perfil de concentracdo de um farmaco apds administracdes
sucessivas com um perfil de administracdo de farmaco ideal para o tratamento de uma

doenca.

Efeitos adversos por
subdosagem

Nivel toxico

Intervalo terapéutico

Limiar terapéutico

Concentragéo de farmaco

Auséncia de efeito
por subdosagem

Dosagens ao longo do tempo

Figura 8 - Perfil dos niveis de concentracdo de farmaco na circulacdo sistémica com administracdes de
sucessivas doses (Al, A2, ...) em comparacdo com um perfil ideal de concentracdo (B). Adaptado de:
(Martins, 2012) 1%,

Devido ao grande papel que os farmacos tém no controlo da fungéo celular no processo de
regeneracdo dos tecidos e, dado que as formas farmacéuticas convencionais apresentam

uma eficécia reduzida, sendo necessario a administracdo regular de varias doses para se
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obter o efeito terapéutico pretendido, é essencial encontrar um modo de entrega adequado
para disponibilizar o farmaco nos tecidos desejados no momento certo e na concentracao
requerida.’®* Um dos exemplos mais relevantes é no tratamento do cancro, pois a maioria
dos farmacos que sdo utilizados afetam as células saudaveis, tornando-se assim
indispensdvel a pesquisa de novos farmacos, mas principalmente novas formas de
transporte do farmaco sem danificar as células saudéaveis e de forma a eliminar os

tumores. 1%

O desenvolvimento de novos métodos para libertacdo controlada de farmacos deve ter em
conta diversos fatores, tais como, a toxicidade, biocompatibilidade, degradabilidade e
controlo da libertagdo dos farmacos. Desta maneira, obtém-se uma administragdo mais
segura e eficiente e, consequentemente, uma diminuico dos efeitos secundarios.'® Varias
sdo as vantagens dos sistemas de libertacdo controlada, sendo algumas delas as

seguintes!®:

e Diminuicdo da toxicidade e maior tempo do farmaco na circulagdo sanguinea;

e Diminuicao dos efeitos secundarios devido a maior precisdo e eficiéncia com que se
administra o farmaco no organismo;

o Libertacdo progressiva e controlada, a partir da degradagdo do material de
transporte;

e Administracdo mais segura com auséncia de reacGes inflamatérias locais e um
menor numero de doses;

e Tanto substancias hidrofilicas como lipofilicas podem ser incorporadas.

Em engenharia de tecidos, os scaffolds sdo também usados para servirem como um suporte
para libertacdo de farmacos. A libertacdo controlada de farmacos num scaffold pode
acelerar o processo regenerativo dos tecidos localmente e contornar as preocupacfes com
0s potenciais efeitos sistémicos indesejaveis de um medicamento no organismo. A
incorporacdo do farmaco no scaffold (para posterior libertacdo) pode ser feita por adsor¢do
deste a superficie do material, incorporando-o diretamente ou sob a forma encapsulada no
material. A subsequente libertacdo do farmaco ocorre por difusdo ou devido a degradacéo
do scaffold e/ou do material usado no encapsulamento do farmaco. A quantidade e a

duracdo da libertagdo do farmaco podem ser controladas alterando a composi¢do do
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material, as suas caracteristicas estruturais ou 0 método usado de integracdo do farmaco no

scaffold.®

Neste trabalho, a levofloxacina é o farmaco de estudo para ser incorporado nos scaffolds. A
levofloxacina, em po, foi incorporada diretamente na composicao da pasta, na sua forma

livre e na forma encapsulada.

1.5.1. Levofloxacina

A levofloxacina é um antibidtico da familia das fluoroquinolonas de terceira geracdo que
inibe as enzimas bacterianas ADN girase e topoisomerase 1V, atuando assim no processo
de divisdo celular das bactérias. Este fArmaco, apresenta a capacidade de inibir a maioria
dos organismos Gram-positivos e Gram-negativos. Relativamente a sua estrutura, varios
estudos demonstram que o atomo fluor ajuda na atividade contra os patégenos Gram-

positivos e Gram-negativos (Figura 9).4"%7

o )
\_/
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Figura 9 - Estrutura quimica da levofloxacina. Retirado de: (Pinos et al., 2000) %7,

A levofloxacina é um antibi6tico de amplo espectro com excelente penetracdo tecidual e
disponibilidade em formulacdes orais e intravenosas, geralmente bem toleradas. A sua
semi-vida apds doses Unicas (500 mg) ou multiplas doses variou de 6,4 a 7,4 h e 6,9 a
7,6 h, respetivamente. Este farmaco esta disponivel na forma de po, com uma temperatura
de fus&o igual a 200°C. A levofloxacina e soltvel quer em solventes organicos quer em
agua, dependendo do valor do pH. Em solugdes aquosas e com um pH &cido torna-se mais

solivel e estavel. Esta caracteristica é importante, considerando que o valor do pH do
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corpo humano é normalmente igual a 7,4, podendo variar de 3 a 9 devido a varias causas,
tais como, acidentes, desequilibrio no sistema bioldgico devido a doencas, infeces, entre
outros fatores. A levofloxacina é usada com grande potencial no tratamento de diversas
infecdes do trato intestinal, pele, trato urinario, bem como na osteomielite e outras doencas

infeciosas dos ossos e articulagdes.'%8109

1.6. Técnicas para fabrico de scaffolds

A habilidade de controlar a arquitetura de um scaffold, a composicdo do material e a
porosidade, através do design e fabrico, pode ser um fator critico no sucesso clinico da
engenharia de tecidos. Atualmente existe uma variedade de técnicas de fabrico de
scaffolds, podendo estas dividirem-se em técnicas convencionais e técnicas avancadas
denominadas também de manufatura aditiva. As denominadas convencionais apresentam
algumas desvantagens, tais como, a limitacdo do controlo da estrutura dos poros e uma
baixa reprodutibilidade. Por este motivo, o interesse no fabrico de estruturas porosas
tridimensionais (3D) com maior controlo, tem aumentado significativamente, podendo
estas ser obtidas através de manufatura aditiva, considerada a melhor alternativa para
alcancar um controlo preciso do tamanho de poro, geometria e interconectividade.?>? De
seguida serdo apresentados alguns dos processos convencionais e de manufatura aditiva

usados na producéo de scaffolds ceramicos.

1.6.1. Técnicas convencionais

1) Salt sintering

Consiste numa mistura de cristais de sais soltveis, como por exemplo o cloreto de sodio
(NaCl), com o cerdmico. De seguida, procede-se a conformacdo por prensagem. Apds a
conformacéo, o material é submetido a um processo de sinterizacdo a uma alta temperatura
sem ultrapassar a temperatura de fusdo do sal, conferindo-se assim uma maior resisténcia.
Posteriormente, o material compactado é colocado em &gua onde € feita a lixiviagdo das
particulas de sal (Figura 10). Desta forma, obtém-se um conjunto especifico de diametro de
poros, embora a aglomeracdo de particulas de sal possa alterar o tamanho dos poros e a sua

distribuicdo durante a lixiviagdo.*>1! Apesar de ser uma técnica simples, a temperatura de
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fusdo do sal é aproximadamente 800°C, o que pode ser uma temperatura relativamente
baixa comparativamente a temperatura de sinterizacdo dos fosfatos de célcio que s&o
geralmente superiores (1000 - 1250 °C).*?

sal + B-TCP

Remogdo
, dos sais da ’
agua

Figura 10 - Técnica Salt sintering. Adaptado de: (Junge et al., 2011) %2,

2) Replicacédo de Esponja polimérica

Neste método, uma esponja polimérica altamente porosa € imersa numa Suspensao
ceramica até os seus poros ficarem completamente preenchidos, permitindo a formacao de
uma dispersdo uniforme de pé ceramico dentro do modelo. De seguida, a esponja é seca
numa estufa. Apos a secagem, é colocada num forno onde se ira degradar termicamente a
temperaturas controladas, de modo a manter a estrutura porosa. Por fim, é sinterizado o
scaffold a temperaturas elevadas, para aumentar as propriedades mecanicas (Figura 11).113
Este método permite controlar o tamanho de poro, através da selecdo prévia da esponja e

obter scaffolds com diferentes formas.

— ]| | — &3

SV

Imersédo na Secagem do Tratamento Scaffold
suspensdo substrato térmico

Esponja

Figura 11 - Técnica esponja polimérica. Adaptado de: (Freitas, 2013) 4.
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3) Espumas ceramicas

Esta técnica permite produzir estruturas porosas recorrendo a espumas ceramicas. As
espumas sao obtidas através da adi¢éo de aditivos (como por exemplo sais de carbonato ou
peréxido de hidrogénio) a uma suspensdo, em constante agitacdo. A adicdo deste tipo de
aditivos provoca a formacgdo de bolhas de gases no interior da suspensdo, originando a
espuma. De seguida, a espuma é submetida a sucessivas etapas de secagem e tratamentos
térmicos (Figura 12). A maior desvantagem deste método é que pode produzir uma
estrutura com poros praticamente ndo conectados e uma superficie externa nao

porosa 114,115

Injecdo de gas

+ |
Instabilidade ﬂ

Termodinamica

Sinterizagao

Espuma ceramica

Figura 12 - Técnica espuma ceramica. Retirado de: (Patel et al.,2015) 15,

1.6.2. Manufatura aditiva

A manufatura aditiva ou fabrico rapido aditivo permite construir objetos camada sobre
camada, a partir de um modelo digital tridimensional, obtido a partir do desenho
computorizado (CAD). Vérias sdo as vantagens da manufatura aditiva, como a reducao de
etapas e processos na producdo de um objeto, a possibilidade de combinacdo de varias
geometrias, auséncia de desperdicio de material, controlar a arquitetura (tamanho, forma,
porosidade, orientacdo) e propriedades mecénicas. Apesar de todas estas vantagens, esta
técnica tem a vantagem adicional de produzir pecas costumizadas, partindo de um modelo

CAD com a forma do tecido desejado, retirado da informagdo da tomografia
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computorizada (TC) ou imagiologia de ressondncia magnética. Esta técnica permite
também o fabrico de estruturas com combinacdes de diferentes materiais, criando

gradientes microestruturais e quimicos.*®*

Atualmente, sdo varias as tecnologias de manufatura aditiva classificadas em quatro
categorias de acordo com o tipo de matéria prima utilizada: liquido, filamento/pasta, p6 e
placa sdlida.!*® Neste trabalho, a tecnologia de interesse é o robocasting, que tem como

principio a producéo de pegas por extrusdo de uma pasta ceramica.'t’

» Robocasting

Uma das técnicas que tem vindo a despertar muito interesse nos ultimos anos é o
robocasting, que se baseia na deposicdo de uma pasta viscosa concentrada para formar
estruturas tridimensionais. Esta deposicdo é realizada através de uma seringa com uma
ponta cénica, de didmetro igual a espessura pretendida para cada filamento, sendo a
distancia entre os filamentos depositados controlada por CAD (Figura 13). Esta técnica
apresenta grandes vantagens, pois permite obter com precisdo estruturas 3D, com
diferentes formas e complexidades, e ndo requer a utilizacdo de nenhum molde ou de um

material de suporte, salvo no caso de geometrias muito complexas. 219

Inicialmente, comeca-se por preparar a pasta e, posteriormente, é colocada numa seringa
sob condicdes de vacuo, para que sejam eliminadas as bolhas de ar que possam estar
presentes e que iriam causar posteriores defeitos no material. De seguida, a seringa, é
colocada no dispositivo de deposicdo robética que ira ser controlado por computador e
proceder a deposicdo, de acordo com o modelo CAD preparado. A deposi¢do da pasta é
depositada através da ponta cénica, como mencionado anteriormente, a uma velocidade

constante imposta e com um movimento ao longo do eixo x e y.4>120
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Figura 13- Equipamento de robocasting. Retirado de: (Munch et al., 2008) 2L,

Um dos grandes desafios para este método é a otimizacdo e controlo das propriedades
reoldgicas das pastas, sendo assim necessério uma cuidadosa caracterizagdo reoldgica.
Uma das propriedades a ter em conta € a viscoelasticidade das pastas. A pasta deve fluir
durante o processo de extrusio e reter a forma imediatamente apds a sua deposicdo.'?! Por
norma, para a obtencdo de pastas a base de CaPs, com estas caracteristicas € necessario
usar diferentes componentes, como, aglutinantes, dispersantes, floculantes, etc., e uma
concentracdo elevada de pos (para aumentar a resisténcia). Apos a impressdo, todos os
scaffolds a base de CaPs sdo submetidos a uma etapa de sinterizacdo a altas temperaturas
para obter propriedades mecanicas adequadas.''®1?21%6 O facto dos scaffolds serem
submetidos a um processo de sinterizacdo de altas temperaturas, dificulta a incorporagéo
do farmaco nas pastas antes da sinterizacdo, podendo ser adicionado apenas apds a
sinterizacdo por imersdao dos scaffolds em suspensdes com concentragbes elevadas de
farmaco.®'? Desta maneira, a quantidade de farmaco que é impregnada depende da
capacidade de absor¢do do scaffold, bem como das suas propriedades superficiais. Para
superar essas dificuldades, o fabrico de scaffolds sem sinteriza¢do, e consequentemente,

sem a necessidade de adicdo de varios aditivos, pode ser uma alternativa.

Martinez-Vazquez et al.'?’ sintetizaram scaffolds compositos de HA dopada com
Si + gelatina, carregados com farmaco e livres de sinterizagdo. O comportamento bioldgico

e a biodegradabilidade destes compdsitos foram superiores aos scaffolds de controlo (HA
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dopada com Si). Contudo, a principal desvantagem estd relacionada com a baixa
concentracdo de solidos e as propriedades reoldgicas das pastas, que ndo permitiram que 0s
filamentos mantivessem a integridade da estrutura imposta durante o processo de
impressdo. O poder de gelificacdo da gelatina fornece propriedades viscoelasticas a pasta,
servindo como suporte necessario para a construcdo de uma estrutura 3D, porém, a
viscoelasticidade dos filamentos ndo é suficiente para suportar o peso das varias camadas

que constituem o scaffold, provocando o colapso parcial da estrutura.

Recentemente, Marques A.C. et al.'?®, mostrou a possibilidade de obter scaffolds
compositos de fosfatos de calcio bifasicos numa matriz de quitosano por robocasting, para
libertacdo controlada de levofloxacina. Os autores verificaram que a adicdo do farmaco
alterou significativamente a reologia das pastas e, consequentemente, a arquitetura dos
poros dos scaffolds. O farmaco ndo se apresentava homogeneamente distribuido na matriz
compdsita, originando aglomeracdo de particulas e consequentemente, um aumento da
microporosidade. Embora o0s autores apresentem melhorias significativas no
desenvolvimento das pastas para impressdo, relativamente ao trabalho de
Martinez-Vazquez et al.'?’, a resisténcia a compressdo dos scaffolds obtidos apresentou
valores relativamente baixos. O trabalho desenvolvido na presente dissertacdo teve por
base este estudo, com o objetivo de melhorar a performance deste tipo de compdsitos na
impressdo por robocasting e entender/ultrapassar os problemas detetados.
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2. Procedimento experimental

De forma a cumprir 0s objetivos propostos, o presente trabalho foi dividido em 4 (quatro)
partes. Inicialmente, procedeu-se a sintese dos p6s de CaP ndo dopados e dopados com
Fe?*/ Fe**. De seguida, foram preparadas as pastas com propriedades reoldgicas adequadas
para impressdo por robocasting, com e sem farmaco. Uma vez preparadas as pastas com as
caracteristicas pretendidas, foram produzidos scaffolds com diferentes porosidades. Na
fase final, efetuaram-se ensaios de libertacdo de farmaco nos scaffolds.

2.1. Materiais

Na producdo dos pos foram utilizados, como reagentes, nitrato de calcio tetrahidratado
[Ca(NO3)2'4H.0, Panreac], hidrogenofosfato de diamonio [(NHa4):HPO4, Panreac],
(Sigma-Aldrich), como percursores de Ca e P, respetivamente, e cloreto de ferro (I1)
tetrahidratado [FeCl2'4H,O, Honeywell) e nitrato de ferro (llI) nanohidratado
[Fe(NO3)s'9H20, Sigma-Aldrich], como percursores de Fe?* e Fe*', respetivamente. Foi
usado também hidréxido de aménio [NH4OH], de forma a ajustar o valor do pH durante a

sintese.

Na preparacdo das pastas foram utilizados os p6s preparados anteriormente, quitosano
(baixo peso molecular, Sigma-Aldrich), &cido acético [CH3COOH, Honeywell], acido
citrico [CeHgO7, Honeywell], genipina [C11H140s] e nanoparticulas de magnetite
[fluidMAG-Chitosan, Chemicall, Alemanha]. O farmaco testado foi a levofloxacina em p6

[C18H20N3FO4, Sigma-Aldrich] e encapsulada em microcépsulas de gelatina.

2.2. Meétodos de preparacao

2.2.1. Sintese de p6s de CaP puros e dopados com ferro

Neste trabalho, foram sintetizados pos de B-TCP, B-TCP dopados com Fe?*, pos de HA e
HA dopados com Fe3*. Os diferentes pds foram obtidos pelo método de precipitacio
quimica em meio aquoso, num reator a 30°C em agitacéo constante, seguindo-se a filtragéo

sob vacuo e posteriormente secagem numa estufa a 100°C. Por fim, os pds foram
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submetidos a uma pré-moagem de 1 minuto, calcinados a 1100°C e moidos a seco num

moinho de bolas. A Figura 14 apresenta um esquema do processo de obtencao dos pos.
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Figura 14 - Esquema do processo da sintese dos pos.

A preparacdo do p6 B-TCP, designado por TCP, foi baseada no procedimento experimental
descrito por Singh et al. ' e Destainville et al. ¥ com pequenas modificagdes.
Inicialmente prepararam-se as soluc@es aquosas dos precursores de célcio (Ca) e de fésforo
(P) com agua desionizada, de forma a obter uma razdo molar de Ca/P=1,51 para se evitar o
aparecimento de pirofosfato de calcio (CPP).13 Depois de preparadas as solugdes, estas
foram colocadas num reator a 30°C com uma agitagcdo constante de 700 rpm, durante 3
horas. De modo a manter o pH no valor pretendido (pH = 8), este foi medido e registado de
5 em 5 minutos com um medidor de pH (Consort C1010) durante as 3 h de sintese, de
modo a adicionar-se, sempre que necessario, hidréxido de aménio. Apéds as 3 h de reacdo,
0 po precipitado foi filtrado sobre vacuo e posteriormente seco a 100°C durante 24 h. O p6
seco sofreu uma pré-moagem num moinho de bolas planetario, numa razao de 1:3 em peso
de p6 e bolas, durante 1 minuto, com o objetivo de quebrar os aglomerados formados
durante a secagem. Posteriormente o pé foi calcinado a 1100 °C, a uma taxa de 5°C/min,

com um patamar de 5h a 1100°C, seguindo-se um arrefecimento natural até a temperatura
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ambiente. De seguida, os pds foram moidos num moinho de bolas (razdo p6:bolas de 1:3)
de modo a obter-se um tamanho de particula desejado, sendo por fim passados numa rede
de 40 pm.

A sintese do p6 B-TCP dopado com 6 mol% de Fe?*, designado por FeTCP, foi baseada no
trabalho de Singh et al.'?® e Tampieri et al.}’. Foram preparadas duas solucdes com os
precursores Ca + Fe e P de forma a obter uma razdo molar (Cat+Fe)/P=1,53, para evitar a
formacdo de CPP como fase secundaria. As solucdes preparadas foram posteriormente
colocadas num reator a 30°C com uma agitacéo constante de 600 rpm, durante 3 horas. O
valor do pH pretendido foi de 6,5, havendo sempre a necessidade de se controlar o pH
durante todo o tempo de sintese com o intuito de se evitar a formag&o de 6xidos de ferro. '
Apbs as 3 h de sintese, o0 processo de filtragem, secagem e pré-moagem foi idéntico ao

anterior, tal como o tratamento térmico e a moagem final.

A producdo do p6 de HA e do pé de HA dopada com Fe®*, designada por FeHA, foi
baseada no trabalho de Gomes et al®®. Para tal, prepararam-se solu¢des com 0s percursores
de Ca e P como anteriormente, usando uma razdo de Ca/P=1,73, a 30°C durante 3 h com
agitacdo constante de 600 rpm, e valores de pH superiores a 10. O pH da sintese foi
mantido a valores superiores a 10, com a adi¢cdo de NH4sOH sempre que necessério, para
evitar a formacdo de B-TCP. Apo6s a sintese, os pds foram submetidos as mesmas

condicBes de moagem e calcinacdo que os pds anteriormente mencionados

2.2.2. Preparacao das pastas com e sem farmaco

Neste trabalho foram preparadas dois tipos de pastas para impressdo no robocasting: pastas
de HA/B-TCP, designadas por HATCP, e pastas de FeHA/Fe-B-TCP, designadas de
FeHATCP através da mistura dos pés de HA+TCP e FeHA+FeTCP, respetivamente, com
uma solucdo aquosa de quitosano (CH). Inicialmente, comegou por Sse preparar uma
solugdo de 3 wt.% CH dissolvendo o CH numa solucéo de 0,5 wt.% de acido acético (AA)
a temperatura ambiente. De seguida, com esta solu¢do de quitosano, tentaram-se obter
suspensdes aquosas de HATCP e FeHATCP, com concentragdes de solidos acima de
40 vol.%. No entanto, a medida que se adicionavam os poés a solucdo de CH, observou-se a
formagdo de pequenos “grumos”, que resultavam do aumento do pH da suspensédo

(pH~10). Nestes valores de pH o CH deixa de ser sollvel, originando esses grumos na
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pasta.®’ Tais efeitos limitaram o aumento da concentracdo de sélidos na pasta e

impossibilitaram o processo de extruséo no robocasting.

Devido a impossibilidade de se aumentar a concentracdo de &cido acético, por ser um

material nocivo a salde humanal®?

, utilizou-se o acido citrico (AC) que é um material
atoxico'®, de forma a manter o pH da suspenséo suficientemente acido com a adigdo dos
pos durante a preparacdo da pasta, mantendo o quitosano dissolvido. Para se perceber qual
a melhor concentracao de &cido citrico a utilizar, dissolveu-se 3 wt.% de CH em solucdes
de 2, 5 e 10 wt.% de AC. De seguida, foram preparadas suspensées de HATCP e de
FeHATCP, com cada uma das solugdes de quitosano, variando o volume de sélidos e as
razBes (relativas a massa total de solidos) de HA/TCP e FeHA/FeTCP, com o objetivo de
se obter pastas concentradas e capazes de serem extrudidas de uma forma continua. Das
varias suspensdes preparadas, apenas para a solucédo de 3 wt.% de quitosano dissolvido em
10 wt.% de AC foi possivel obter pastas com uma boa consisténcia e passiveis de serem
usadas no robocasting.

Uma vez selecionada a concentracdo de acido citrico tentou aumentar-se a concentracdo de
quitosano para 5 wt.%, de forma a avaliar qual a melhor composicéo para obter scaffolds
com melhor desempenho mecénico. Tal como para as pastas com 3 wt.% CH + 10 wt.%
AC, estas também apresentavam boa capacidade de extrusdo no robocasting. A Tabela 3
apresenta um resumo das composicOes das pastas puras e dopadas preparadas:
concentracdo maxima (vol.%) de sélidos e a concentracdo (wt.%) de cada pd (em relacdo a

massa total de solidos), utilizando-se a solucao de 3 wt.% e 5 wt.% de quitosano.

Tabela 3 — Concentragdo méxima (vol.%) de sélidos e concentracdo (wt.%) de cada pé (em relacdo a
massa de sélidos) que se conseguiu obter nas pastas aquando preparadas com uma solucéo de 3 wt.% e
5 wt.% CH dissolvidas em 10 wt.% de AC.

Compostos (wt.%)

Pastas Vol% soélidos
HA TCP FeHA FeTCP
HATCP 42 64 36 - -
3wt.% CH
FeHATCP 39 - - 64 36
HATCP 34 76 24 - -
5wt.% CH
FeHATCP 40 - - 70 30
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Apo6s um ensaio preliminar da resisténcia a compressao dos scaffolds obtidos com as pastas
apresentadas na Tabela 3, confirmou-se que o composito contendo 5 wt.% de CH deu
origem a melhores propriedades. Por este motivo, em todas as pastas feitas ao longo deste

trabalho foi usada a solucéo de 5 wt.% de quitosano dissolvido em 10 wt.% de AC.

Uma vez que também se pretende usar os scaffolds como suportes para libertacdo de
farmaco, foram preparadas pastas FeEHATCP incorporando 0,1 wt.% e 2,5 wt.% de

levofloxacina em po, e 0,1 wt.% de levofloxacina em céapsulas de gelatina (Figura 15).

Figura 15 — Imagens de SEM de capsulas de gelatina incorporadas com levofloxacina.

Para uma melhor identificacdo, as pastas finais de FeHATCP com levofloxacina foram
nomeadas de: FeHATCP-2,5L, FeHATCP-0,1L e FeHATCP-0,1LC, para as pastas
preparadas com 2,5 wt.% de levofloxacina, com 0,1 wt.% de levofloxacina e com 0,1 wt.%
de levofloxacina encapsulada, respetivamente, cujas composicfes se apresentam na
Tabela 4.

Tabela 4 - Composi¢éo das pastas de FeHATCP na presenca de levofloxacina encapsulada e ndo
encapsulada.

Vol.% Compostos (wt.%0)
Pastas Alid -
Soliaos Levofloxacina FeHA FeTCP
FeHATCP-2,5L 40 25 70 30
FeHATCP-0,1L 40 0,1 70 30
FeHATCP-0,1LC 40 0,1 70 30
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No final da preparagdo das pastas e, antes da impressdo no robocasting, adicionou-se
0,5wt.% de uma solucdo de genipina (em relagdo a massa de CH), como agente de
reticulacio do quitosano.8* A quantidade de solucio da genipina a adicionar as pastas foi
medida através de uma micropipeta e posteriormente misturada nas pastas atraves de uma

misturadora.

2.2.3. Preparacao dos scaffolds

Os scaffolds foram produzidos utilizando as pastas anteriormente preparadas, a partir de
uma técnica de fabrico aditivo utilizando o equipamento robocasting da 3D Inks, LLC
(Figura 16).

Figura 16 - Equipamento robocasting para impressao de scaffolds.

Inicialmente foram desenhados trés modelos a partir do software RoboCAD, com um
tamanho de poro de 300 um, 500 um e gradiente (com um tamanho de poro na direcdo do
eixo do z de 300-500-300 um) (Figura 17). Todos os modelos apresentavam um tamanho
de aproximadamente 10-10-6 mm (largura-comprimento-altura, respetivamente). Na
Tabela 5 s@o apresentados os parametros de impresséo usados para os 3 modelos de

scaffolds.
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(d) Corte transversal
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Figura 17 - Modelos dos scaffolds, visto do topo, com um tamanho de poro: a) 300 pum, b) 500 um e

¢) Gradiente. (d) sec¢do transversal AA’ do modelo do scaffold gradiente apresentado em c.

Tabela 5 - Caracteristicas dos modelos desenhados para cada scaffold.

Tamanho de poro Diametro do Distancia entre Velocidade de

(um) filamento (um) filamentos (pm) deposic¢éo (mm/s)

300 410 710 10

500 410 910 10
Gradiente 410 710-910-710 10

As pastas anteriormente preparadas foram colocadas numa seringa de 3 mL, fixando-se a
esta uma ponta conica de didmetro 410 um de forma a serem extrudidos filamentos com
esse diametro. A deposicdo dos filamentos foi feita sobre uma base de alumina a
temperatura ambiente, como mostrado na ampliacdo da Figura 16, e posteriormente
colocados numa estufa com humidade e temperatura controlada (37°C, com uma humidade
fixa de 80%) durante 24 h. Depois das 24 h os scaffolds foram colocados numa estufa a
40°C ate ficarem completamente secos (= 24 h), garantindo-se assim uma secagem

homogénea.
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2.3. Técnicas de caracterizacao

2.3.1. Caracterizacao dos poés

Os pds de fosfatos de calcio obtidos foram caracterizados por diferentes técnicas. As fases
cristalinas presentes nos pds calcinados foram identificadas por difragdo de raios-X (DRX).
As amostras para este tipo de analise foram finamente moidas num almofariz de agata,
retirando-se uma amostra representativa do material. As amostras foram analisadas num
difratdbmetro de alta resolucdo Bruker D8 Advance DaVinci, com uma radiacdo Cu Ka
(A=1,5405 A), filtrada por um monocromador de niquel (Ni), para reduzir a fluorescéncia
proveniente do ferro, num intervalo de varrimento de 4°<26<70° e uma largura de passo de
0,013° 20 s, A identificacdo de cada fase cristalina foi feita através da comparacéo entre o
difractograma obtido e os difratogramas padrées, cujos valores da posicdo e as respetivas
intensidades se encontram identificadas e tabeladas. A andlise quantitativa das fases
cristalinas e os parametros de rede dos pos foi realizada através de analises de DRX por
refinamento de Rietveld (software TOPAS, versdo 4.2, Bruker AXS, Karlsruhe,

Alemanha).

Para a identificacdo dos grupos funcionais que estdo presentes nos pos, recorreu-se a
técnica de espetroscopia de infravermelhos por transformada de Fourier (Fourier
Transform Infrared Spectrometry, FTIR). Esta técnica tem como principio base as
frequéncias de vibracdo entre as ligac6es quimicas dos atomos que constituem o material,
ocorrendo estas na regido do infravermelho do espectro eletromagnético.'** O equipamento
utilizado para esta andlise foi um espectrofotdbmetro Bruker Tensor 27. Cada p6 inicial foi
misturado com KBr (cerca de 1,5 mg de amostra para 200 mg de KBr) e prensado a 9 tons
durante 2 minutos. Os espectros de infravermelhos foram adquiridos na regido entre 4000 a

350 cm™, com uma resolucéo de 4 cm™ e 128 varrimentos, no modo de transmitancia.

A distribuicdo de tamanhos de particula de cada pé foi analisada num instrumento de
dispersdo laser (Coulter LS230, Reino Unido) com um modelo 6ptico Fraunhofer, que
permite a medicdo de particulas com tamanho entre 0,4 um e 2000 um. Para uma
distribuicdo representativa de tamanhos, dispersou-se uma pequena por¢do da amostra em
agua, adicionando-se algumas gotas de desfloculante (Targon 1128) para melhorar a

disperséo e colocou-se num banho de ultrassons durante 3 a 5 minutos. A area superficial
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especifica (ASE) foi determinada por adsorcdo de azoto num equipamento Micromeritis
Gemini 2370 V5.00 (Norcross, USA), usando a isotérmica de adsorcdo Brunauer, Emmett
e Tellerum (BET), ap6s desgasificacdo do p6 a 200°C-12 h, no Micromeritis Flow Prep
060 (Norcross, USA).

A morfologia dos pos foi analisada por microscopia eletronica de varrimento (Scanning
Electron Microscopy, SEM), num microscopio (Hitachi S-4100, Japdo) provido de um
sistema de emissdo de eletrbes com um filamento de tungsténio. Foi utilizada uma
aceleracdo de 25 kV e diferentes resolucdes (x150, X1000, x4000, x10000, x25000). A
preparacdo das amostras para analise foi feita a partir de suspenses em etanol, colocando
uma gota de cada suspensdo sobre uma lamela fixa, com cola de carbono, num
porta-amostras de aluminio. As amostras foram secas numa estufa a 40°C durante 24 h
antes de se proceder ao revestimento com um filme de carbono, depositado no
equipamento EmitechH K950, permitindo deste modo obter imagens com uma boa
definicdo. A fim de avaliar a distribuicdo da composicdo elementar dos materiais foi
realizado um mapeamento quimico através do microscopio eletronico de varrimento (SEM,
Hitachi SU-70, Hitachi High-Technologies Europe, Alemanha) equipado com um
espectrometro de energia dispersiva (Energy Dispersive Spectroscopy - EDS, Bruker
QUANTAX 400). Para a preparacdo das amostras foi necessario compactar 0,3 g de pd,
formando pastilhas.

2.3.2. Caracterizacao das pastas

As pastas preparadas foram caracterizadas através do seu comportamento reoldgico em
modo oscilatério utilizando o redmetro rotacional Kinexus Pro + (Malvern, EUA),
equipado com um sistema de medida de pratos paralelos (prato-prato, 20 mm de didmetro)
e um gap de 1 mm. Para evitar a evaporacdo da dgua das amostras durante os testes, foi
utilizado um sistema de medicdo fechado, que inclui um anel metélico com &gua

desionizada.

O comportamento dos pds puros e dopados com e sem levofloxacina, na presenca de
quitosano, foi avaliado com medidas dos mddulos elastico (G”) e viscoso (G’’) ao longo do
tempo (time sweep), em pastas contendo 30 vol.% e 25 vol.% de sélidos totais numa
solugdo de 5 wt.% de CH, sem adicdo de genipina, a 25°C. O comportamento de
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gelificacdo das pastas obtidas pela adi¢cdo de p6s puros ou dopados a uma solucdo de 5
wt.% de CH, na presenca de genipina, foi avaliado com medidas dos modulos elastico e
viscoso ao longo do tempo (time sweep), em pastas contendo 20 vol.% de sélidos totais, a
25°C e 37°C. Em todas estas medidas foi usada uma frequéncia de 1 Hz e valores de tensao
de corte dentro da regido de viscoelasticidade linear. N&o foi possivel utilizar
concentragOes de sélidos totais superiores a 30 vol.% e 20 vol.% para estas medidas sem e
com genipina, respetivamente, uma vez que ap0s a preparacdo da pasta o ponto de
gelificacdo ja tinha ocorrido (G’>G’’). De modo a obter reprodutibilidade nos resultados,
tentaram usar-se tempos semelhantes para as tarefas de preparacdo da pasta, adicdo de

genipina e colocagdo da amostra no redmetro.

As pastas finais obtidas com pds puros e dopados, na presenca de genipina, contendo
34 vol.% e 40 vol.% de solidos totais, respetivamente, bem como com p6s dopados na
presenca de 2,5 wt.% de levofloxacina foram caracterizadas com medidas do mddulo
elastico (G’) em funcdo da tensdo de corte a 25°C, para avaliar a sua estabilidade mecanica

durante a impresséo.

2.3.3. Caracterizacao dos scaffolds

A morfologia e a microestrutura dos scaffolds foram avaliadas por SEM, (Hitachi SU-70,
Hitachi High-Technologies Europe, Alemanha) com uma voltagem de 15 kV e diferentes
resolucdes (x40, x80, x100, x1000).

A distribuicdo da levofloxacina nos scaffolds 3D, obtidos através das pastas
FeHATCP-2,5L, foi avaliado por microscopia de fluorescéncia com o apoio de um
microscopio de largo campo de visdo (Axio Imager M2, Carlz Zeiss, Alemanha) equipado
com uma lampada HXP 200C. A analise das imagens adquiridas foi realizada no software
Zeiss Zen Blue (2018).

Os scaffolds produzidos foram sujeitos a testes de compressédo no equipamento Shimadzu
modelo AG-IS, Japdo (Figura 18a), para avaliar o seu modulo de Young e resisténcia a
compressdo. Para tal, colocaram-se os scaffolds entre as duas placas de compressao (Figura
18b), usando uma célula de carga de 5 kN e uma velocidade de aplicacdo de carga de
0,5 mm min™. O nimero de amostras para cada um dos ensaios realizados variou entre 6
e 8.
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Figura 18 - a) Equipamento utilizado para realizacdo dos ensaios mecanicos; b) Scaffold entre as duas
placas de compressdo durante o ensaio.

A tensdo de compressdo resultante (c), mede a forca (uniaxial) por unidade de 4rea e
calcula-se através do quociente entre a forca aplicada (F) e a area da seccdo transversal a

direcdo de aplicacdo da forca (A), usando a seguinte expressao:

F(N) <
o (Pa) = A(m?) (Equagido 1)

A deformacgdo do material () é expressa pelo quociente entre a variacdo de altura da
amostra (Ah) e a altura inicial da mesma (hi), tal como indica a equacéo 2:

_ Ah (mm)

* = (mm)

(Equacao 2)

O modulo de Young ou mdédulo de elasticidade, que indica a rigidez do material, é

calculado através do quociente entre 0s parametros anteriormente mencionados:

o
E= p (Equacao 3)
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2.4. Ensaios de libertacdo de farmaco

Os scaffolds de FeHATCP carregados com levofloxacina foram testados para estudar o
perfil e a velocidade de libertacdo do farmaco. Com as quatro composicGes das pastas
dopadas preparadas anteriormente (sem levofloxacina, com 2,5 wt.% de levofloxacina,
com 0,1 wt.% de levofloxacina e com 0,1 wt.% de levofloxacina encapsulada) foram
produzidos 3 scaffolds para cada porosidade. No total prepararam-se 36 amostras.

Cada amostra foi pesada com precisdo, colocada num tubo Falcon de 50 mL e imersa em
25 mL de um meio biomimético (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina etano sulfonico,
HEPES buffer, VWR) a pH 7,4. Os tubos foram entdo colocados em banho-maria a 37°C
(Memmert) e agitados horizontalmente (130 rpm) durante o ensaio (Figura 19A).

A tempos predeterminados de 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h, 48 h e 72 h, para as amostras com
2,5 wt.% de levofloxacina, e 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 5 h, 6 h e 24 h, para as amostras com
0,1 wt.% de levofloxacina encapsulada e ndo encapsulada, foram coletados 3 mL de cada
meio (Figura 19B), substituidos com o mesmo volume de HEPES e analisados por
espectrometria UV/visivel, a 333 nm num leitor de microplacas (FLUOstar Omega, BMG
Labtech) em triplicado (Figura 19C).

i Ny

45 ——|

a0 ——] —-—— lolelo] Of X € OX G €Y € &Y €

agrct | cCCeececccece

o CCCCECCCECeeCc

: —l 8 —l CCCCCCCCCcCCcC

B QeeEEEEeEeOE

20— CCCCCCCCCeCC

i ecococce0eeeEE
COCLOEEECEEC

(| = ) L
:—,%"—%5 B) Recolha de 3 mL

C) Analise em triplicado

A) 37°C, 130 rpm

Figura 19 - Cada amostra é imersa em 25 mL de HEPES num tubo Falcon em banho-maria a 37°C e
130 rpm (A). Apds um tempo predeterminado ser atingindo sdo coletados 3 mL de cada amostra (B). De
seguida, aliquotas de 200 pL, de cada amostra de 3 mL, sdo transferidas em triplicado para uma

microplaca de 90 pocos e analisadas por espectrometria UV/visivel a 333 nm (C).
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As curvas de calibragéo foram preparadas em meio HEPES com 8 padrdes (i.e. 1,32; 2,64;
5,27; 10,55; 21,09; 42,19; 84,38; 168,75 pg/mL), preparados a partir de uma solucéo de
levofloxacina (com uma concentracao igual a 1350 pg/mL, obtida pela dissolucdo de 13,5
mg em 10 mL de HEPES). A absorvancia do HEPES também foi medida para ser usada
como branco (meio sem farmaco). As curvas de calibracdo para quantificar a levofloxacina
foram preparadas sempre antes de qualquer medida, ou seja, sempre que se atingia o tempo

predeterminado.

2.5. Avaliacao das propriedades magneticas e magneto-térmicas

Com o intuito de estudar as propriedades magnéticas dos pos, por forma a obter curvas de
magnetizacdo das amostras em funcdo do campo magnético, foram realizados ensaios hum
magnetémetro SQUID (Superconducting Quantum Interference Device) MPMS 3,

variando o campo magnético no intervalo [-4, 4] Tesla a temperatura ambiente (300 k).

A capacidade das amostras produzirem calor (efeito hipertérmico) foi medida a partir de
um equipamento de calorimetria (DM100 Series, Nanoscale biomagnetics), com a

aplicacdo de um campo magnético alternado de 200 Gauss e uma frequéncia de 337 kHz.

As medidas magnéticas e magneto-térmicas foram obtidas nos pos FeHA, FeTCP e na
mistura dos pés FeEHATCP, bem como em pastas compositas puras e dopadas carregadas
com 1 wt.% de nanoparticulas de magnetite.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizacao dos pos

Uma das caracteristicas visiveis dos pds obtidos foi a sua coloragdo. Enquanto que os p6s
puros, HA e TCP, apresentam uma cor branca, os pds dopados, FeHA e FeTCP apresentam
uma cor avermelhada e uma cor bege, respetivamente (Figura 20). A tonalidade
avermelhada do FeHA é conferida pelo 6xido de ferro (1) (Fe203) e esta relacionada com
0 estado de oxidagdo Fe** que confere uma cor vermelha.'®* A tonalidade bege do FeTCP
podera indicar que a oxidagdo espontanea de Fe?* para Fe*, durante o processo de
obtencdo do pd, foi muito reduzida, estando presente em maior quantidade o ferro no

estado de oxidacao (II).

Figura 20 - Tonalidades dos p6s produzidos.

As fases cristalinas presentes nos diferentes pds calcinados a 1100°C estdo apresentadas
nos espetros de difracdo de raio-X na Figura 21. A identificacdo das fases cristalinas foi
realizada com o recurso a fichas de PDF, nomeadamente, a ficha 04-006-9376 para a
identificagdo da fase B-TCP, a ficha 04-015-7245 para a fase HA, a ficha 01-085-0599 para
a hematite (Hem, a-Fe203) e a ficha 00-045-0338 para a identificacdo da fase CagFe(POa4)s.
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Figura 21 — (a) Espetros de DRX dos pds puros (TCP e HA) e dos pds dopados (FETCP e FeHA)

calcinados a 1100°C; (b) Ampliagdo da Figura 21a, em 28 entre 29-35° para mostrar o efeito da

dopagem do B-TCP nos picos de DRX; (c) Amplia¢ao da Figura 21a, em 260 entre 29-35°, para mostrar

o efeito da dopagem da HA nos picos de DRX.

Os resultados apresentados na Figura 21a revelam que no caso do TCP, todos os picos
correspondem a fase cristalina do B-TCP, consistindo assim num (-TCP puro.
Relativamente & composi¢do dopada do B-TCP, FeTCP, a adigio de Fe?* na sua estrutura
levou a formacdo da fase cristalina CagFe(PQOa4)7, ndo havendo a formacéo de nenhuma fase
secundaria. Tanto o 3-Caz(POa4). como o CagFe(POa4)7 apresentam uma célula unitaria com
uma estrutura trigonal do grupo espacial R3c.%®*¢ Para os pos de HA, além da formagcéo
da hidroxiapatite como fase principal, esta presente uma fase cristalina secundaria em
quantidades residuais, o B-fosfato tricalcio (B-TCP). A formagdo de B-TCP é comprovada
pelo aparecimento do pico de difragdo mais intenso da fase B-TCP a 26=31°, assinalado
com a seta a vermelho (Figura 21a). No espetro da amostra da hidroxiapatite dopada com
Fe3*, FeHA, verifica-se também a presencga de B-TCP (seta a vermelho, Figura 21a), para

além da HA como fase maioritéaria. Para alem disso, € de notar o aparecimento de novos
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picos a 26=24,2° e 26=33,2°, caracteristicos da hematite (assinalado na Figura 21a). A
presenca de hematite nas amostras de FeHA, mostra que parte do Fe*" ndo entrou na

estrutura cristalina da HA..

A analise quantitativa (wt.%) das fases cristalinas, obtida pelo refinamento de Rietveld dos
pos estudados, resumidos na Tabela 6, corrobora com a analise qualitativa dos espetros de

DRX dos p0s estudados.

Tabela 6 - Andlise quantitativa das fases cristalinas dos pds estudados, obtida por refinamento de
Rietveld. Erro associado de = 5%.

wt.% da composicao
determinada
Amostra por quantificacdo de Rietveld

B-TCP HA CaoFe(PO4)7 Hem

TCP 100,0 - - -
FeTCP - - 100,0 -

HA 2,7 973 - -
FeHA 39 935 - 2,6

A variacdo dos parametros de rede fornece indicacGes sobre 0 mecanismo de dopagem de
ferro na estrutura dos p6s. As mudancas nos parametros de rede estdo relacionadas com o
tamanho do raio idnico do catido ferro quando comparado com o do Ca®*" A partir do
refinamento de Rietveld foram obtidos os valores dos parametros de rede da estrutura
cristalina de cada pd. A partir da Figura 22a pode-se observar que houve uma diminuicédo
nos parametros a=b e ¢ na composi¢do dopada do TCP relativamente a composicao pura, 0
que significa que a substituicdo do Ca" (raio i6nico= 0,1 nm) por ides com um raio iénico
menor, Fe?* (0,08nm), provoca pequenas diminuicdes nos pardmetros de rede, e
consequentemente no volume da célula unitéria. Este facto justifica o desvio dos picos do
FeTCP relativamente ao TCP (Figura 21b), levando a deslocamentos dos picos para a

direita, ou seja, para maiores valores de 20. Devido ao facto do raio ionico do dopante ser
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menor leva também a uma diminuicéo na intensidade dos picos, ou seja, a cristalinidade do
material diminui.t”**" Os resultados apresentados estdo de acordo com trabalhos anteriores,
onde os autores mostram que a dopagem com i6es de menor raio comparado com 0 ido
célcio, tal como Zn?*, Cu?*, Mg?*, Mn?*, Fe®, resulta numa contracdo dos parametros da

célula unitéria. 646668138
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Figura 22- Influéncia da dopagem de nos parametros de rede do B-TCP (a) e da HA (b).

No caso da HA dopada com Fe®** 0 mesmo néo se verifica. Apesar de o raio i6nico do Fe®*
(0,065 nm) ser menor que o do célcio e que o do Fe?*, os valores de a=b e ¢ da HA dopada
sofreram ligeiros aumentos em relacdo a HA pura (Figura 22b), ndo percetiveis na Figura
21c. Este resultado esta de acordo com o trabalho descrito por Kaygili et al.**®, que mostra
um pequeno aumento de ambos os parametros de rede (a e ¢) com o aumento da
quantidade de ferro, com valores muito proximos dos valores padrdo (HA pura). A
expansao do parametro a, obtido no presente trabalho, pode ser devido a presenca de
oxi-hidroxiapatite (HA parcialmente desidratada),’*° o que vai de encontro ao explicado no
trabalho de Gomes et al.%°, que menciona que no mecanismo de dopagem do Fe3* na
estrutura da HA o ido ferro comeca por substituir primeiro trés protdes H* e de seguida os
ibes calcio, o que podera justificar a formacdo da oxi-hidroxiapatite (hidroxiapatite
parcialmente desidradata). No entanto, o0 mesmo trabalho’ também mostrou que, quando o
p6 de HA dopado foi submetido a 1100°C, ocorreu uma alteracdo drastica nos parametros
de rede, nomeadamente uma contragdo do a e uma expansdo do c, justificadas pela
alteracdo da localizagdo do Fe®*" na estrutura cristalina da HA, facto ndo verificado no

presente trabalho.
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O facto de terem ocorrido apenas ligeiras alteracdes dos parametros de rede da FeHA em
relacdo a HA significa que ndo existiram grandes alteracfes na estrutura do material, ndo
provocando assim desvios significativos dos espetros de difracdo em comparacdo com a
HA, havendo apenas uma aparente diminuicdo da cristalinidade (Figura 21c). As diferentes
tendéncias nos parametros de rede, observadas com a dopagem de Fe na estrutura cristalina
da HA em diversos trabalhos existentes na literatura, podem estar associadas ao método e

condicdes de sintese.

De forma a identificar os grupos funcionais caracteristicos de cada fase nos pos obtidos,
sdo apresentados os espetros de FTIR na Figura 23a. Na Figura 23b é apresentada uma
ampliacdo da area entre 1600-400 cm™ de forma a se compreender melhor quais as

regides responsaveis por cada grupo e as diferencas entre os pds puros e dopados.
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Figura 23 — (a) Espetros de FTIR dos pds puros, TCP e HA, e dopados, FeTCP e FeHA, calcinados a
1100°C; (b) Ampliacdo da area 1600-400 cm™ para uma melhor visualizagdo das diferencas entre os

pos puros e dopados.

De acordo com a Figura 23a e 23b o espetro do TCP apresenta apenas bandas vibracionais
do grupo fosfato (PO4), que confirma a presenca de B-TCP como fase cristalina Unica, tal
como observado no DRX (Figura 21a). Os grupos fosfatos exibem normalmente diferentes
modos de vibragdo nas regides de infravermelho: v1 em 900-1000cm™, v2 em 400-480

cm™, v3 em 1000-1200 cm™ e v4 em 500-650 cm™.12° No espetro do TCP os grupos
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fosfatos encontram-se nessas gamas de valores, como visivel na Figura 23b. O p6 FeTCP
apresenta modos vibracionais semelhantes aos do TCP puro, tendo como Unica diferenga o
surgimento de uma nova banda a 873 cm™ caracteristica do efeito da adicio de ferro na
estrutura do B-TCP (Figura 23b). Além disso, as bandas apresentadas na gama de 400-1200
cm? sdo caracteristicas dos ortofosfatos do tipo whitlockite. Este resultado confirma a
formagdo da fase CagFe(POs)7 obtida no DRX, ndo havendo a formacdo de fases

secundarias.t8136

No espetro da HA e da FeHA podemos observar a presenca de bandas caracteristicas dos
grupos fosfatos em 475, 571, 601, 961, 1048 e 1090 cm™ e as bandas de absor¢do do grupo
hidroxilo (OH) em 3571 e 631 cm™, o que indica a presenca da fase hidroxiapatite na
composicdo, conforme ja observado nos resultados obtidos de DRX. As fases secundérias
observadas nos difratogramas de Raios-X (Figura 21a) sdo dificeis de detetar, devido a sua
baixa percentagem ou mesmo sobreposicdo de bandas com a fase da hidroxiapatite. Isto
justifica o facto de ndo ser possivel detetar a hematite no espetro da FeHA na Figura 23,
pois as bandas caracteristicas dos 6xidos de ferro encontram-se no intervalo de valores de

400-600 cm™, podendo estas estarem sobrepostas com as da HA. 76137141

De acordo com trabalhos anteriores, sabe-se que para ser possivel obter suspensdes
concentradas e minimamente estaveis, os pés deverao ter um Dso perto de 1 um, bem como
uma distribuicdo de particulas adequada, em que a fracdo de particulas finas possa ocupar
espacos intersticiais deixados pela fracdo de particulas mais grossas de forma a obter um
bom empacotamento.!® Na Figura 24 estdo apresentadas as curvas de distribuicéo
granulométrica (incluindo o0 Do, Dso, Dgo, Dmedio € ASE) dos pds puros e dopados ap0s a

calcinacdo e moagem.

A andlise da distribuicdo dos tamanhos de particula dos p6s mostra que os pés TCP e
FeTCP apresentam uma distribuicdo unimodal assimétrica, com tamanhos de Dso de 1,23 e
1,81 um, respetivamente. Tanto a curva do TCP como a do FeTCP apresentam populacdes
de intensidade diferente, em que a populagcdo menor de particulas finas aparece centrada
em ~ 0,4 pm e ~ 0,2 um, respetivamente, enquanto a populacdo mais intensa de particulas
mais grossas esta centrada em ~ 2,5 pm em ambas as composi¢des. E de salientar que para

as duas composicdes (TCP e FeTCP) a populacdo de particulas mais grossas apresenta
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pequenos “ombros” na zona de maiores tamanhos, possivelmente devido a agregados de

particulas finas e ndo propriamente a particulas individuais maiores.

As curvas da distribuicdo de tamanhos de particula do pé da HA e da FeHA apresentam
uma distribuicdo bimodal, com tamanho de particulas de Dso de 0,92 um para a
composi¢do pura e de 0,59 um para a composi¢do dopada. Na curva da HA é visivel uma
gama de tamanhos mais alargada, relativamente a FeHA, e com populacdes distintas de
intensidade semelhante, sendo que a populagéo das particulas finas encontra-se centrada a
~ 0,5 um ¢ a populagdo das particulas grossas esta centrada em ~ 3,5 um. A FeHA
apresenta uma distribuicdo de tamanhos de particula onde a populagdo mais intensa das
particulas finas encontra-se centrada em ~ 0,45 um e a populag¢do das particulas grossas

esta centrada em ~ 2 um.
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Figura 24 - Curvas de distribuicdo dos tamanhos de particula dos pdés, incluindo o0 Dio, Dso, Do,
Dmédio e a ASE. D1o- 10% do total de particulas esta abaixo do valor apresentado; Dso- 50% do total
de particulas esta abaixo do valor apresentado; Dgo- 90% do total de particulas estd abaixo do valor

apresentado; Dmedio- tamanho médio das particulas; ASE- area superficial especifica das particulas.

A partir dos valores da area superficial especifica (ASE) dos pds é possivel concluir que,

no geral, para um tamanho médio de particula maior ocorre uma diminuigdo da ASE, ainda
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que pouco significativa. Contudo, para a HA essa tendéncia ndo se verifica, pois, apesar de
apresentar um Dmedio SUperior ao do FeHA o valor da ASE também é superior ao do FeHA.
Este resultado pode ser devido ao facto do p6 da HA apresentar um D1 de 0,28 um, que é

inferior ao D1o da FeHA (0,35 um), podendo levar assim a um valor de ASE superior.

De forma a analisar a morfologia das particulas dos pos estudados, estes foram observados

por SEM, cujas micrografias se apresentam na Figura 25.

FeTCP TCP

HA

FeHA

Figura 25 - Micrografias obtidas por SEM dos pés estudados: TCP (a e b), FeTCP (c e d), HA (e e )
e FeHA (g e h).
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Da analise da Figura 25, é possivel observar que os pds puros (TCP-ae b; e HA-e e f)
apresentam uma morfologia irregular, com uma distribuicéo alargada de particulas. Os pds
FeTCP (c e d) apresentam uma morfologia mais regular e uma distribuicdo de tamanhos
mais uniforme, enquanto que os p6s FeHA (g e h) apresentam uma morfologia mais
irregular (semelhante & HA pura). Estas observacbes permitem concluir que a adi¢do de
ferro a estrutura do B-TCP levou a uma alteracdo da sua morfologia, enquanto que a adigéo
de ferro a estrutura da HA ndo provocou alteracdes significativas na morfologia das
particulas, apenas diminuicdo de tamanhos. A presenca do ferro nos pos de TCP (FeTCP,
Figura 25d) tornou as particulas mais finas, mais arredondadas e com uma superficie mais
lisa, formando-se aglomerados porosos de particulas finas primarias. Este facto pode ser
devido a diferenca de tamanho entre os raios i6nicos do Ca (0,1 nm) e do Fe (0,065-0,08
nm). No pé FeHA (Figura 25g), apesar de as particulas serem aparentemente mais finas
que nos pds de HA (Figura 25e), € visivel a presenca de aglomerados de particulas tal
como na HA, Figura 25 (f, h), o que era de esperar, pois devido ao facto do tamanho médio
das particulas da FeHA ser inferior ao da HA, quando estas sdo sujeitas a temperatura de

calcinacdo (1100°C) aglomeram, formando agregados de maiores dimensdes.

Com o intuito de avaliar a distribuicdo dos elementos quimicos Ca, P e Fe nos diferentes
pos estudados, foi realizado em amostras de p6 compacto um mapeamento por EDS, cujos
resultados estdo apresentados na Figura 26. Em todas as composicOes é possivel observar
uma distribuicdo homogénea de todos os elementos, confirmando-se a presenga do ido

ferro nos pos dopados.
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Figura 26 - Imagens de SEM e respetivo mapeamento quimico obtido pelo sistema de andlise EDS para
as diferentes composicdes de pd. Os pontos azuis representam o calcio, os pontos verdes o fosforo e os

pontos vermelhos o ferro.
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3.2. Caracterizacao das pastas

As pastas usadas para impressdo de scaffolds, foram preparadas com misturas dos pés
previamente caracterizados (seccao 3.1), em diferentes propor¢oes: 76 wt.% HA + 24 wt.%
TCP para as pastas puras e, 70 wt.% FeHA + 30 wt.% FeTCP para as pastas dopadas. Uma
vez que alguns pés de partida apresentaram fases cristalinas secundarias na sua
composicdo, e partindo dos espectros de DRX, quantificaram-se por refinamento de
Rietveld as fases cristalinas presentes nestas misturas. A Tabela 7 apresenta a percentagem

(wt.%) de cada uma das fases cristalinas presentes em ambas as misturas.

Tabela 7 - Analise quantitativa, obtida por refinamento de Rietveld, das fases cristalinas presentes nas

misturas de p6s usadas para a preparacao de pastas puras e dopadas. Erro associado de ~ 5%.

wt.%0 das fases cristalinas

Pasta
B-TCP HA CaoFe(PO4)7 Hem
HATCP 316 684 - )
FeHATCP - 65,8 31,6 2,5

A partir da Tabela 7, é possivel verificar que, apesar de se ter partido de proporcdes
diferentes de pos iniciais, as pastas finais (pura e dopada) ndo apresentam diferencas
significativas na proporc¢do de fases cristalinas (HA e B-TCP/CagFe(POa4)7). Na mistura da
FeHATCP, apesar de ndo ser visivel a presenca da fase $-TCP, esta fase encontra-se na
mistura, dado que € uma das fases cristalinas secundarias formadas no pé FeHA (Figura
21, Tabela 6). Mas, uma vez que esta fase (B-TCP) estd em pequenas quantidades no p6
FeHA (3,9 wt.%) e os picos da sua ficha PDF sdo muito proximos dos da ficha PDF da
fase CagFe(PO4)7, a sua quantificacdo nao foi possivel.

Um passo importante no processo de impressdo de scaffolds por robocasting é a otimizagao
das propriedades reoldgicas das pastas, ou seja, obter uma pasta capaz de fluir através de
orificios de pequeno diametro (<500 pum) e simultaneamente manter a sua estrutura apés a

deposicéo, de forma a garantir a manutengédo da geometria e estrutura interna do scaffold.
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Em pastas cerdmicas, estas propriedades viscoelasticas sao normalmente atingidas com o
uso de suspensBes concentradas em sélidos e adicdo de aditivos, como espessantes e
floculantes.'?® A natureza destes aditivos ndo tem de ser ndo-toxica, uma vez que 0s
scaffolds sdo comumente sujeitos a um processo de sinterizacdo, onde estes sao
eliminados. No presente trabalho, em que os scaffolds obtidos s&o livres do processo de
sinterizacdo, a viscoelasticidade das pastas e a sua estabilidade estrutural séo asseguradas
pela capacidade de gelificacdo/polimerizacdo dos compdsitos de quitosano/CaP com um
agente de reticulacdo, a genipina, bem como com a quantidade de solidos incorporados na
pasta. Sabe-se também de trabalhos anteriores, que o processo de gelificacdo pode ser mais
répido na presenca de pds a base de CaPs devido as ligagdes ionicas entre 0s grupos amina

do quitosano e os grupos fosfatos dos CaPs.”*!?8

Com o objetivo de avaliar a capacidade de gelificacdo dos pds puros e dopados na presenca
de quitosano, bem como da levofloxacina, foram efetuadas medidas do mddulo eléstico
(G”) e viscoso (G’’) ao longo do tempo (tempo total de ensaio 1h), em pastas contendo 30
vol.% e 25 vol.% de solidos, mantendo as proporcdes de pds usadas ao longo do trabalho

(Tabela 3, sec¢do 2.2.2). Os resultados estdo apresentados na Figura 27.
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Figura 27 - Evolugdo do médulo elastico (G') e moédulo viscoso (G") com o tempo, a uma temperatura
de 25°C para: (a) pastas puras (HATCP) e dopadas (FeHATCP) com 30 vol.% de sélidos e (b) pastas
puras (HATCP-2,5L) e dopadas (FeHATCP-2,5L) na presenca de levofloxacina com 25 vol.% de

solidos. Todas as medidas foram feitas em pastas na auséncia de genipina.
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Dos resultados obtidos € possivel observar que a pasta preparada com pés puros (HATCP)
apresenta um rapido aumento de G’ ¢ G’’, com um ponto de gelificagdo (ponto em que G’
interseta G’’) a aproximadamente 750 s (~13 min) (Figura 27a). Comparativamente, a
pasta preparada com os pés dopados apresenta um crescimento gradual e bastante menos
acentuado de G’ ¢ G’’, com o ponto de gelificacdo aproximadamente aos 1500s (~25 min)
(Figura 27a). Este resultado permite concluir que, mesmo na auséncia de genipina, 0s pos
de HATCP promovem a gelificacdo idnica do quitosano, tal como verificado em estudos
anteriores, e explica a impossibilidade da adicdo de concentracdes de solidos superiores a
34 vol.% nas pastas preparadas com pos puros. A réapida velocidade de gelificacdo desta
pasta, origina valores muito elevados de G’ ao fim de poucos minutos (>10* para 17 min)
impedindo a incorporacdo adicional de sélidos. O mesmo ndo se verifica com a pasta
preparada com os pds dopados, onde foi possivel a incorporacdo de 40 vol.% de sélidos.
Este resultado podera dever-se ao facto dos pds puros serem mais sollveis do que os pos
dopados, disponibilizando mais ides fosfato para a solugdo que irdo contribuir para a

reticulacio do quitosano.’®1?®

Quando se incorpora levofloxacina (Figura 27b) nas pastas preparadas com 0s pGs puros
(HATCP-2,5L) e dopados (FeEHATCP-2,5L), verifica-se que nas pastas puras a gelificagcdo
do quitosano ja ocorreu (G’>G’’), e nas pastas dopadas ocorre gelificacdo logo no inicio do
ensaio. Este resultado indica que a velocidade de gelificacdo para ambas as pastas na
presenca de levofloxacina € superior as composicbes HATCP e FeHATCP sem
levofloxacina, mesmo com concentracdes de solidos inferiores (25 vol.%, Figura 27a). O
facto destas composicOes apresentarem uma velocidade de gelificagdo superior que as
pastas HATCP e FeHATCP pode ser devido a capacidade de interacdo que as
fluoroquinolonas, nomeadamente a levofloxacina, ttm com maltiplos catides (AI**, Mg?*,

Fe?*, Fe%* Ca?"), formando quelatos entre a quinolonas e os catides.

Um estudo recente, apresentado por Marques et al.1?® mostrou que temperaturas entre 35-
40°C eram adequadas para a reticulacdo do quitosano na presenca de genipina. Seguindo
este principio, para verificar o efeito da temperatura na velocidade de
gelificacdo/polimerizacdo das pastas, avaliou-se o G’ ¢ G’” ao longo do tempo em pastas
de HATCP, FeHATCP e FEHATCP na presenca de levofloxacina com 20 vol.% de sélidos
numa solucéo de quitosano (5 wt.%) na presenca de genipina a 25°C e 37°C. Foi usada esta

concentracdo de solidos neste estudo, uma vez que, para concentrages acima deste valor,
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na presenca de genipina, o ponto de gelificacdo ja tinha sido ultrapassado no inicio do

ensaio (G’>G""). Os resultados estdo apresentados na Figura 28.
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Figura 28 - Evolucdo do médulo elastico (G') e mddulo viscoso (G") com o tempo, das pastas puras
(HATCP) e dopadas (FEHATCP) com 20 vol.% de pd disperso em 80 vol.% de uma solugdo de
quitosano (5 wt.%) na presenca de genipina, a uma temperatura de 25°C (a) e a uma temperatura de
37°C. (b).

Dos resultados obtidos, é possivel observar que a uma temperatura de 25°C (Figura 28a),
nas pastas obtidas a partir dos pds puros (HATCP) e dopados (FeHATCP) ha apenas um
ligeiro aumento do maédulo elastico e viscoso ao longo do tempo, sem atingir o ponto de
gelificacdo durante o tempo total de ensaio. Este resultado pode aparentemente parecer
contraditorio com os resultados da Figura 27, uma vez que para 30 vol.% de solidos as
pastas atingiram o ponto de gelificacdo durante o tempo do ensaio, mesmo na auséncia de
genipina. A diminuicdo da concentracdo de sélidos de 30 para 20 vol.% e o fator diluicdo
provocado pela adigdo da solucdo de genipina poderdo explicar este facto. A pasta obtida
com os pés dopados na presenca de levofloxacina (FeHATCP-2,5L) apresenta um aumento
gradual do G’ e G com o tempo, sendo visivel o ponto de gelificacdo apos cerca de 60
min. O facto da pasta FeHATCP-2.5L apresentar uma gelificacdo ligeiramente mais rapida
que as pastas HATCP e FeHATCP, pode ser devido a capacidade das fluoroquinolas,
nomeadamente a levofloxacina, formarem quelatos entre a quinolonas e multiplos catiGes

(AP*, Mg?*, Fe?*, Fe**, Ca?*), tal como mencionado anteriormente.

Aumentando a temperatura do ensaio para 37°C (Figura 28b) o processo de reticulagéo do

quitosano pela genipina é mais acentuado para todas as pastas, o que indica que para
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ocorrer polimerizagdo do quitosano na presenca de genipina (formando ligagdes
covalentes), é necessario submeter os scaffolds a temperaturas superiores a temperatura
ambiente, em concordancia com trabalhos anteriores.!?® A pasta preparada com o0s pos
puros (HATCP) é a que apresenta uma velocidade de reticulacdo mais rapida, seguida da
pasta FeHATCP-2,5L, e por fim da FeHATCP. Tal como mencionado anteriormente, a
velocidade de reticulacdo da pasta HATCP esta provavelmente relacionada com a maior
solubilidade dos pos puros em comparacdo com o0s pds dopados, disponibilizando mais
grupos fosfato para a solugdo que poderao ligar-se aos grupos amina do quitosano, levando

consequentemente a uma reticulagdo mais réapida.

De forma a avaliar a capacidade de retencdo dos filamentos das pastas finais durante a
impressdo por robocasting, foi efetuado um ensaio de varrimento de amplitudes (amplitude
sweep test). A Figura 29 apresenta 0 modulo elastico (G”) em fungdo da tensdo de corte,
para as pastas obtidas com os p6s puros (HATCP) com um total de 34 vol.% de sélidos, e
para as pastas FeEHACP e FeEHATCP-2,5L com uma concentragdo de solidos de 40 vol.%.
Todas as medidas foram efetuadas a 25°C, 10 min apds a adicdo da genipina (HATCP-
10min, FeHATCP-10min, FeEHATCP-2,5L-10min) e 45 min apds a adi¢do da genipina
para a pasta FeEHATCP (FeHATCP-45min).
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Figura 29 - Amplitude sweep das pastas finais puras e dopadas, com 34, 40 vol.% s6lidos,
respetivamente, a 25°C, 10 min apds a adicdo da genipina (HATCP-10min, FeHATCP-10min,
FeHATCP-2,5L-10min) e 45 min ap6s a adi¢do da genipina (FeHATCP-45min).
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Pode verificar-se, a partir da Figura 29, que a pasta pura é a que apresenta um mddulo
elastico mais elevado (~ 10°-10° Pa) e a que permanece estavel ao longo de todo o
intervalo de tensbes de corte aplicadas (regido de viscoelasticidade linear mais alargada),
indicando que os filamentos depositados serdo mecanicamente estaveis e capazes de
suportar o seu proprio peso durante a impressdao. A FeHATCP-2,5L-10min apresenta-se
estavel numa gama de valores de tensdo de corte inferior (0,1-11 Pa), com valores de G’
superior a 10° Pa, adequados para impressdo segundo a literatura.}*® Ja a FeHATCP-10min
é a que apresenta um menor modulo eléstico (~ 114 Pa), menor regifo de viscoelasticidade
linear, valores ndo adequados para impressdao por robocasting. Fazendo a medigéo para a
mesma pasta apds 45 minutos da adi¢do da genipina, FeEHATCP-45min, esta apresenta-se
linear numa gama de valores de 0,2-4 Pa e com um valor de G’ perto de 10° Pa. Tendo
velocidades de gelificacdo diferentes na presenca da genipina como visto anteriormente, as
pastas atingem valores de modulo eléstico distintos para 0 mesmo tempo de medigdo. Por
este motivo, as pastas HATCP e FeHATCP-2,5L foram impressas logo ap0s a preparacao e
respetiva adicdo de genipina, enquanto a pasta obtida com os pds dopados (FeHATCP) foi
impressa 30-45 min apds a adicdo de genipina, para garantir a integridade mecanica dos

filamentos durante e apds impresséo.

Os efeitos sinergéticos do processo de reticulacdo idnica, pelos grupos fosfato, e covalente
pela genipina, mencionados anteriormente, poderdo explicar o modulo elastico (G”)
superior das pastas puras quando comparado com as dopadas, para 0 mesmo tempo de
reacao. Por outro lado, a presenca de maiores quantidades de particulas de p6s, como é o
caso das pastas com pos dopados (40 vol.%), relativamente as pastas dos pés puros (34
vol.%), poderdo interferir no processo de gelificacdo. A elevada concentracdo de particulas
podera causar ruturas locais da estrutura do gel, reduzindo a liberdade das cadeias
poliméricas de quitosano na procura de uma ligacdo ordenada com a genipina, em
concordancia com os resultados obtidos na Figura 29.1% A presenca de levofloxacina nas
pastas preparadas com poOs dopados contribui favoravelmente para o processo de

gelificacdo, em concordancia com os resultados apresentados na Figura 28.
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3.3. Caracterizacao dos scaffolds

Os scaffolds provenientes das pastas preparadas com os pds puros (HATCP) apresentam
uma cor azulada devido a genipina, enquanto os scaffolds obtidos a partir das pastas
preparadas com os pds dopados (FeEHATCP) apresentam uma cor avermelhada devido a
presenca do ferro. Para ambas as composic¢des, foram impressos scaffolds com diferentes
tamanhos de poro, ou seja, 300 pm, 500 um e um gradiente de porosidade. As diferentes
estruturas dos scaffolds impressos por robocasting e secos a 40°C estdo presentes na
Figura 30.

HATCP

FeHATCP

Figura 30 - Scaffolds puros (HATCP) e dopados (FeHATCP), com diferentes tamanhos de poro,
obtidos por robocasting. As imagens, obtidas por uma lupa, sdo compostas por uma vista de topo
(imagem maior) e por uma vista 3D (imagem menor). Escala de 2 mm.

A Figura 31 mostra as micrografias obtidas por SEM dos scaffolds obtidos com pds puros
(HATCP) e dopados, com e sem levofloxacina (FeHATCP-2,5L e FeHATCP), para todos
0s tamanhos de poro testados, 300 pum, 500 pum e gradiente
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HATCP ’ FeHATCP | FeHATCP-2,5L

500 pm 300 um

Gradiente

Figura 31 - Micrografias de SEM dos scaffolds HATCP, FeHATCP e FeHATCP-2,5L, para os

diferentes tamanhos de poro. As imagens apresentam uma vista lateral dos scaffolds.
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Da andlise das figuras pode verificar-se que todas as estruturas mantiveram a sua forma
apos a deposicdo dos filamentos, indicando que os filamentos depositados foram capazes
de suportar o peso das sucessivas camadas sem se deformarem significativamente.
Observa-se ainda uma boa adesdo entre os filamentos das camadas adjacentes. Estas
caracteristicas permitem prever que, quando sujeitos a uma forga mecénica de compresséo,
a transferéncia de cargas seja idéntica em toda a estrutura dos scaffolds, conferindo-lhes
uma boa estabilidade mecéanica. Uma vez que estes scaffolds ndo sdo submetidos a um
processo de sinterizagdo, a integridade mecanica durante e ap0s impressdo, é atingida pela
elevada concentracdo de sélidos nas pastas e pela polimerizacdo do quitosano. Desta
maneira, a concentracdo de solidos utilizada neste trabalho para a preparacao das diferentes
pastas foi suficiente para ndo provocar grandes niveis de retracfes durante a secagem dos

scaffolds.

Através do comportamento reoldgico das pastas (Figura 29), 10 minutos apdés a sua
preparacdo, seria de esperar que os scaffolds obtidos com a pasta contendo os pds dopados
(FEHATCP), apresentassem filamentos com algum grau de deformacdo e menor
capacidade de suporte, uma vez que esta apresentou um menor modulo elastico e
estabilidade num curto intervalo de tensdes de corte. No entanto, devido ao facto dos
tempos de impressdo das pastas HATCP e FeHATCP-2.5L terem sido impressas logo ap6s
a preparacao, enquanto a pasta obtida com os pos dopados (FeHATCP) foi impressa 30-45
min ap6s a adicdo de genipina, foi possivel garantir a integridade mecanica dos filamentos
durante e apds impressdo, ndo havendo por isso diferencas na macroestrutura entres os
scaffolds. Estes resultados corroboram os resultados obtidos na reologia, nomeadamente 0s
valores de G’ para as amostras HATCP-10min, FeHATCP-2.5L-10min e FeHATCP-2.5L-
45min (Figura 29 seccdo 3.2).

A microporosidade dos filamentos nos scaffolds também é importante no seu desempenho,
uma vez que os microporos também permitem a adesdo, proliferacdo e diferenciacao
celular, bem como a adsorgdo de nutrientes, promovendo a formacdo de novo tecido
6sse0.** A Figura 32 mostra a microestrutura a fratura (interior do filamento) e a superficie
dos filamentos, para os scaffolds HATCP, FeHATCP e FeHATCP-2,5L. Optou-se por
apresentar apenas as imagens relativas aos scaffolds com porosidade de 300 pum, pois as

imagens das restantes porosidades apresentam caracteristicas morfologicas muito idénticas.
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HATCP FeHATCP FeHATCP-2,S5L

g

Figura 32 — Imagens SEM da microestrutura dos scaffolds HATCP, FeHATCP, FeHATCP-2,5L, com

um tamanho de poro de 300: (a,b,c) superficie do filamento e (d,e,f,) interior do filamento.

As micrografias correspondentes as amostras FeEHATCP e FeHATCP-2.5L apresentam
microestruturas semelhantes a superficie do filamento (Figura 32 b-c). Na composicao
HATCP é possivel observar particulas com dimensdes mais variadas, isto €, uma maior
gama de tamanhos, em concordancia com os resultados obtidos na anélise granulométrica e
nas micrografias de SEM dos pos (Figura 24 e Figura 25, respetivamente). Na superficie de
fratura verifica-se a existéncia de microporosidade para todas as composicGes (Figura 32
d-f), com diametros de poro aparentemente superiores para os scaffolds produzidos com
po6s puros (HATCP, Figura 32d), resultantes de um pior empacotamento de particulas.
Além disso, verificou-se que contrariamente ao ocorrido no trabalho desenvolvido por
Marques A.C. et al.'?®, a incorporacdo de levofloxacina (Figura 32 c, f) ndo altera a
homogeneidade das pastas comparativamente a FeHATCP (Figura 32 b-€), nem a estrutura

dos scaffolds (Figura 31).

A distribuicdo da levofloxacina no interior e & superficie dos filamentos dos scaffolds
FeHATCP-2,5L, foi avaliada por microscopia de fluorescéncia. Os resultados estdo
apresentados na Figura 33. Os canais utilizados para a aquisicdo das imagens foram o
DAPI (azul), GFP (verde) e Rhodamine (laranja). Visto que todos 0s compostos presentes

na composicdo das pastas apresentavam autofluorescéncia (ferro, quitosano e
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levofloxacina), foi usado um scaffold FeHATCP (controlo) para comparar com um scaffold
FeHATCP-2,5L, de modo a perceber o canal responsével pela detecdo da fluorescéncia da

levofloxacina.

500 pm
FeHATCP

FeHATCP-2,5L

300 pm
FeHATCP

FeHATCP-2,5L

FeHATCP

Gradiente

FeHATCP-2,5L

Figura 33 - Imagens de fluorescéncia dos scaffolds FeHATCP-2,5L, para os diferentes tamanhos de

poro. Os canais utilizados sdo o DAPI (azul), GFP (verde), Rodhamine (laranja).
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Comparando os scaffolds com e sem levofloxacina, para todas as porosidades estudadas,
conclui-se que a levofloxacina emite fluorescéncia no azul, ndo sendo possivel saber o
composto responsavel pela fluorescéncia no verde e laranja (Figura 33). De uma forma
geral, € visivel que todos os scaffolds com as diferentes porosidades apresentam uma

distribuicdo homogénea da levofloxacina por toda a estrutura do scaffold.

Para se obter scaffolds com um bom desempenho como substitutos 0sseos, estes devem
possuir uma resisténcia a compressdo suficiente para suportar as cargas impostas e ainda
um mddulo de Young préximo do 0sso que se estd a substituir, de forma a evitar
problemas de stress shielding. Para tal, realizaram-se ensaios & compresséo e calculou-se o
modulo de Young dos scaffolds obtidos com pds puros (HATCP), dopados sem e com
levofloxacina (FEHATCP e FeHATCP-2,5L) e dopados com levofloxacina néo
encapsulada e encapsula (FeHATCP-0,1L e FeHATCP-0,1LC), para os trés tipos de
porosidade estudados. Na Figura 34 sdo apresentados os resultados da resisténcia a

compressdo em funcdo do tamanho de poro dos scaffolds.
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Figura 34 - Resisténcia a compressdo dos scaffolds com diferentes composicdes, com tamanho de

poro de 300 um, 500 um, e gradiente.
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Como ¢é possivel observar pela Figura 34, verifica-se que, independentemente da
composicdo, os scaffolds com um tamanho de poro de 300 pum apresentam valores
superiores de resisténcia a compressdo. Este comportamento era esperado, uma vez que
quanto menor for o tamanho de poro e a porosidade total, mais densa fica a estrutura,
levando a uma maior resisténcia. Ao contrario do que era esperado os scaffolds com
gradiente de porosidade sdo os que apresentam valores inferiores de resisténcia a
compressdo. Este resultado podera dever-se ao desnivelamento na interface entre as
camadas de poro maior e menor, que provocava separacao/deslizamento de camadas nos
testes de resisténcia a compressdo. Esta imperfeicdo entre as camadas de diferentes
porosidades no scaffold de gradiente proveio do modelo CAD, que futuramente necessita

de ser corrigido/aperfeicoado.

Para a mesma porosidade, os scaffolds obtidos com os pds puros HATCP, apresentam
valores de resisténcia a compressdo superiores, quando comparados com as restantes
composicgdes. Este resultado ndo era esperado, uma vez que nas pastas preparadas com pds
puros foi possivel incorporar menos sélidos (34 vol.%) do que nas pastas preparadas com
pos dopados (40 vol.%). No entanto, este resultado vai de encontro aos resultados obtidos
na avaliacdo das propriedades reoldgicas das pastas finais (Figura 29, seccdo 3.2), onde foi
adiantado que a elevada concentracdo de particulas podera diminuir o grau de gelificacéo,
causado por ruturas das cadeias poliméricas do quitosano que, consequentemente reduzem

a forca de gel.

Comparando os scaffolds com (FeHATCP-2,5L e FeHATCP-0.1L) e sem levofloxacina
(FeHATCP), verifica-se que a presenca do farmaco ndo altera significativamente o seu
desempenho mecénico, podendo até dizer-se que os valores de resisténcia a compressao
sdo superiores na presenca de levofloxacina, possivelmente devido as suas ligacdes com
ides Ca* e Fe?*/Fe®, ja referidas nos ensaios reoldgicos (seccdo 3.2). Relativamente aos
scaffolds obtidos com levofloxacina encapsulada (FeEHATCP-0.1LC) e nédo encapsulada
(FeEHATCP-0.1L), observa-se claramente que para os tamanhos de poro testados, a
presenca das cdpsulas deu origem a valores reduzidos de resisténcia & compressao. Este
resultado podera dever-se aos tamanhos elevados das capsulas (tamanho médio 40 um, ver
Figura 15, seccdo 2.2.2) quando comparados com o tamanho medio de particula dos pos

(1-2 um), dificultando a sua homogeneidade e empacotamento na pasta.
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Dos diferentes scaffolds produzidos, excluindo o FeHATCP-0,1LC com um tamanho de
poro de 500 pm, € possivel concluir que para todos os outros scaffolds produzidos
apresentam valores aceitaveis para aplicagdo como substitutos no osso trabecular
(esponjoso), visto que a resisténcia a compressdo deste se encontra na gama de 2-12 MPa
(ver Tabela 1, seccdo 1.1.3). Além disso, é possivel verificar que para os scaffolds com e
sem levofloxacina, com um tamanho de poro de 500 um, se conseguiu obter valores de
resisténcia a compressao superiores (2,5 a 5,5 MPa) aos obtidos no trabalho de Marques
AC.etal. (1a2 MPa).l®

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados do modulo de Young dos scaffolds.

Tabela 8 - Mddulos de Young obtidos para scaffods com diferentes composicGes, com tamanho de poro

de 300 pm, 500 pm, e gradiente.

Tamanho de poro

Moddulo de Young

) Composicéo (GPa)
HATCP 0,139+0,002
FeHATCP 0,141+0,011
300 FeHATCP-2,5L 0,171+0,005
FeHATCP-0,1L 0,164+0,009
FeHATCP-0,1LC 0,065+0,001
HATCP 0,079+0,004
FeHATCP 0,047+0.008
500 FeHATCP-2,5L 0,078+0,001
FeHATCP-0,1L 0,052+0.001
FeHATCP-0,1LC 0,036+0,001
HATCP 0,040+0,002
Gradiente FeHATCP 0,06340,006
FeHATCP-2,5L 0,08440,005

De uma forma geral, os scaffolds com um tamanho de poro de 300 pum tém mddulos de

Young superiores, o que leva a querer que para além de ter melhor resisténcia a
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compressdo esta estrutura sofre menores deformagdes. Os valores do modulo de Young
para as diferentes composicdes, independentemente do tamanho de poro, ndo apresentam
diferencas significativas. A partir dos resultados obtidos, verifica-se que na maior parte dos
scaffolds estudados os valores se encontram na gama de valores do méodulo de Young do

0sso trabecular, que varia de 0,05 a 0,5 GPa (Tabela 1, sub-capitulo 1.1.3).

3.4. Ensaios in vitro de libertacdo de farmaco

Na Figura 35 esta representada uma curva de calibracdo da levofloxacina calculada antes
de cada medida, de forma a validar os resultados obtidos nos estudos de libertagdo. A
curva é linear para uma gama de concentragfes de 1,32 - 168,75 pg/mL de levofloxacina.

Para a equacdo da curva 0 y € a absorvancia obtida para uma solugédo de concentracdo x em

ug/mL.
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Figura 35- Curva de calibracdo da levofloxacina e respetiva equagéo de ajuste.

Os perfis de libertacdo da levofloxacina a partir dos scaffolds FeHATCP-2,5L, para as
diferentes porosidades, determinados nos tempos 1, 2, 4, 6, 24, 48 e 72 h estdo
apresentados na Figura 36. A partir da Figura 36a é possivel observar que ao fim de 72 h

todos scaffolds libertaram toda a levofloxacina incorporada. Além disso, durante as 72 h de
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ensaio o perfil de libertacdo dos diferentes scaffolds e idéntico. Contudo, verifica-se que
entre os tempos t= 0 h e t= 6 h (Figura 36b) houve um burst inicial do farmaco, sendo que
ao fim de 6 horas ja praticamente 100% do farmaco tinha sido libertado pelos diferentes
scaffolds em estudo. Tendo em conta que a composicdo dos scaffolds € igual, estes

resultados indicam que a estrutura dos mesmos néo interfere na libertacdo do farmaco.
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Figura 36 — (a) Perfil de libertacdo in vitro da levofloxacina a partir dos scaffolds FeHATCP-2,5L com

diferentes porosidades durante 72 h; (b) Aproximacéao dos perfis para as primeiras 6 h.

Na Figura 37 estdo apresentados os perfis de libertacdo dos scaffolds FeEHATCP-0,1L e
FeHATCP-0,1LC, para os diferentes tamanho de poro estudados neste trabalho,
determinados nos tempos 0,5, 1, 2, 4, 5, 6, 8 e 24 h. Através da observacdo da Figura 373,
verifica-se novamente que durante as 24 h de ensaio o perfil de libertacdo para os
diferentes scaffolds é semelhante, libertando-se toda a levofloxacina ao final de 24 h. Além
de se verificar que a estrutura do scaffold ndo altera o perfil de libertacdo, tambem se
verifica que o facto da levofloxacina estar encapsulada ndo provocou diferencgas
significativas na velocidade de libertacdo do farmaco. Nas primeiras 6 horas a libertacdo

ocorreu muito depressa, libertando-se mesmo praticamente toda a levofloxacina (Figura 37
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b, ¢, d). No entanto, a partir da Figura 37b, o scaffold 300-FeHATCP-0,1LC, em
comparacdo com todas as outras composicoes, aparenta ter uma tendéncia de libertacédo
mais controlada ao longo do tempo, pois ndo apresenta uma libertacao tdo brusca durante a
primeira hora. Contudo, seria necessario fazer um estudo mais detalhado para se perceber
se o facto de o farmaco estar encapsulado, e mesmo impregnado numa estrutura com um

tamanho de poro menor, poderia levar a uma libertacdo controlada.
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Figura 37 - (a) Perfil de libertacdo in vitro da levofloxacina a partir dos scaffolds FeEHATCP-0,1L e
FeHATCP-0,1LC, com diferentes porosidades. Aproximagdo dos perfis nas primeiras 6 h dos scaffolds

com uma porosidade de: (b) 500 um, (c) 300 um e (d) gradiente.
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3.5. Caracterizacdo magnética e magneto-térmica

Devido ao acesso limitado a equipamentos de medidas magnéticas e magneto-térmicas,
estas propriedades so6 foram avaliadas numa fase final do trabalho, nos pos sintetizados e
nas pastas secas. De facto, a capacidade hipertérmica dos scaffolds depende da resposta
magneto-térmica dos seus constituintes. Assim, foram avaliados inicialmente os pds que
Ihes deram origem, FeHA e FeTCP e a mistura de p6s usada na pasta (FeHATCP). Apds se
ter verificado que a capacidade hipertérmica quer dos pds, quer da mistura de pds usada na
obtencdo das pastas, era pouco significativa, estudou-se o efeito da adicdo de

nanoparticulas magnéticas (NPMs) na magnetizacdo e capacidade hipertérmica das pastas.

Na Figura 38 estdo apresentadas as curvas de magnetizacdo dos pos FeTCP, FeHA e da
pasta FeHATCP (70 wt.% FeHA+ 30 wt.% FeTCP), bem como das pastas preparadas com
0s pos puros e dopados na presenca de 1 wt% de nanoparticulas de magnetite
(HATCP-1%Nano, FeHATCP-1%Nano), em funcdo do campo magnético aplicado no
intervalo [-4, 4] Tesla (1 Tesla=10000 Oe), a temperatura ambiente.

— FeHA
0,6 1 FeTCP
FeHATCP -
HATCP-1%Nano —
— 0.4 - e
26 7T FeHATCP-1%Nano e PR
= - FeHATCP-1%Nano-subtraido |/
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=
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Campo Magnético (Oe)
Figura 38 - Curva de magnetizacdo da amostra FeHA, FeTCP, FeHATCP, HATCP-1%Nano
e FeHATCP-1%Nano.
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Os resultados mostram que as amostras FeHA, FeTCP e FeHATCP apresentam
aparentemente uma curva caracteristica de materiais antiferromagnéticos por duas razées: a
tendéncia linear para campos magnéticos elevados e a histerese magnética para campos
magnéticos baixos.8"1#4145 O po FeTCP ¢ o que apresenta uma magnetizacio superior, de
~ 0,4 emu-g "1, seguido do p6 FeHATCP (= 0,2 emu-g ~!) e FeHA (= 0,1 emu-g 1), para
um campo magnético de 40000 Oe . A estrutura cristalina e a posi¢do dos ifes Ferro nessa
estrutura poderdo estar na origem da diferenca dos valores de magnetizacdo das amostras
para 0 mesmo campo magnético. A histerese visivel nas curvas, ou seja, a irreversibilidade
verificada entre as curvas com campo crescente e campo decrescente, responsavel pela
abertura das curvas, acontece devido a processos de orientagdo dos momentos magnéticos
ao longo da direcdo do campo magnético aplicado (por exemplo, movimento das paredes
dominio).}* Em particular, a histerese magnética observada nas curvas de magnetizacio
dos pés FeHA e FeHATCP, pode ser atribuida a hematite, fase secundaria, que a
temperatura ambiente se encontra tipicamente num estado antiferromagnético (os spins dos
eletrdes sdo antiparalelos).8”144145 A diminuicdo da histerese das curvas podera estar

associada a diminuicdo do tamanho das particulas.'*°

A incorporacdo de 1 wt.% de nanoparticulas de magnetite as pastas preparadas com o0s pos
puros (HATCP-1%Nano) e dopados (FeHATCP-1%Nano) resulta numa magnetizacéo de
saturacdo de =~ 0,3 emu-g ~ ! e uma magnetizacio de =~ 0,5 emu-g ~a um campo magnético
de 40000 Oe, respetivamente. Relativamente ao seu comportamento magnético, ambas
apresentam aparentemente uma curva caracteristica de materiais superparamagnéticos,
proveniente do comportamento caracteristico das nanoparticulas de magnetite (50 nm),
como mostrado na Figura 39.871%° Contudo, é visivel que quando aplicado um campo
superior a ~ 5000 Oe, a curva da pasta FeEHATCP-1%Nano apresenta uma linearidade, que
podera advir do comportamento antiferromagnético, da mistura de pés FeHATCP (Figura
38). De forma a perceber se 0 comportamento magnético da amostra que contém pds
dopados com ides ferro e NPMs (FeHATCP-1%Nano) resulta apenas da contribui¢do do
comportamento superparamagnético das nanoparticulas magnéticas (visivel na amostra
com pbs puros e NPMs, HATCP-1%Nano) juntamente com o0 comportamento
antiferromagnético dos pos FeHATCP, subtraiu-se a contribuicdo linear da amostra
FeHATCP a  amostra FeHATCP-1%Nano, que resultou na  curva

FeHATCP-1%Nano-subtraido (Figura 38). O resultado mostrou uma magnetizagdo de
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saturagdo superior (~ 0,4 emu-g- }) a amostra HATCP-1%Nano que apresenta uma
magnetizacdo de saturacdo de ~0,3 emu-g!, para campos magnéticos de 40000 Oe. Este
resultado permite concluir que, na amostra FeHATCP-1%Nano, além da contribuicdo do
comportamento antiferromagnético e superparamagnético provenientes de cada um dos
constituintes da mistura, existam outros fatores a influenciar a resposta magnética, uma vez
que, se fosse apenas uma soma de ambos 0s comportamentos magnéticos, ao subtrair a
componente antiferromagnética na amostra FeHATCP-1%Nano, esta apresentaria o
mesmo comportamento e a mesma magnetizacdo de saturacdo da amostra HATCP-
1%Nano (superparamagnética). Embora sejam necessarios ensaios adicionais para
justificar as interagdes entre os pds dopados e as NMPs, os resultados obtidos vao de
encontro aos resultados apresentados por Tampieri et al.!” Estes autores sintetizaram pos
de HA dopados com Ferro na presenca de magnetite como fase secundaria e verificaram
que a resposta magnética da mistura ndo provinha apenas da magnetite mas da

contribuicdo da HA dopada com iGes Ferro.
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Figura 39 - Curva de magnetizagdo das nanoparticulas de magnetite.

A Figura 40 apresenta a evolucdo da temperatura em funcdo do tempo de exposicdo ao
campo magnético para os pos FeHA, FeTCP, bem como para as pastas na presenca de
1 wt.% de nanoparticulas magnéticas (HATCP-1%Nano e FeHATCP-1%Nano).
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Figura 40 - a) Capacidade de aquecimento (hipertérmica) dos pds FeHA, FeTCP e das pastas
HATCP-1%Nano e FeHATCP-1%Nano, num intervalo de tempo de 0-600s. b) Ampliagdo da curva
FeHATCP-1%Nano para um intervalo de tempo de analise 0-4000s.

Ao fim de 10 minutos de exposicdo ao campo magnético, o pé FeTCP nédo apresentou
alteracdo de temperatura e 0 p6 FeHA apresentou apenas um aumento de temperatura de
0,44°C. Este resultado podera ser justificado pelo facto da amostra FeHA apresentar uma
area histerética maior (maior dissipacdo de energia) e a amostra FeTCP uma area

histerética menor (pouca dissipacdo de energia), como observado na Figura 38.

A presenca de nanoparticulas magnéticas originou um AT=2°C para as pastas com 0s p6s
puros (Figura 39a) e um AT=7°C para as pastas com 0s p6s dopados ao fim de 600 s
(10 min). Apo6s cerca de 1 h, estes dltimos atingiram uma temperatura de 39°C (Figura
40b). E de salientar que estas temperaturas atingidas com a adicdo de 1 wt.% de
nanoparticulas magnéticas ndo sao suficientes para obtencdo de scaffolds para tratamento
hipertérmico. Embora a capacidade hipertérmica seja pouco acentuada, estes resultados
permitem concluir que, € bastante superior quando as nanoparticulas magnéticas estdo na
presenca de p6s dopados com ido Ferro. Este efeito sinergético entre pds dopados e
nanoparticulas magnéticas podera ser vantajoso, uma vez que podera permitir a adicdo de

menor quantidade de nanoparticulas magnéticas para obter a mesma resposta hipertérmica.
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De facto, para esta quantidade de nanoparticulas (1 wt.%) os resultados sdo bastante
promissores, uma vez que outros estudos presentes na literatura onde usaram teores de
nanoparticulas acima de 5 wt.%, obtiveram um AT=7-8 °C ap06s 10 minutos de exposicao

ao campo magnético alternado.®89>147
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4. Conclusoes e trabalhos futuros

4.1. ConclusOes

Os resultados obtidos ao longo das varias fases do trabalho apresentado nesta tese
culminaram na obtencéo de scaffolds compésitos multifuncionais a base de CaP/quitosano,
por robocasting, com propriedades mecénicas adequadas para substituicdo Ossea, sem

utilizacdo do processo de sinterizacdo no seu fabrico.

Com o intuito de obter scaffolds capazes de ter, sob aplicagcdo de um campo magnético, um
desempenho biolégico melhorado e uma possivel resposta hipertérmica, foram obtidos
com sucesso pos de B-TCP e HA ambos dopados com 6 mol% de ides ferro (Fe?*/Fe** e
Fe3* respetivamente) e ndo dopados para comparacéo, pelo processo de precipitacdo em
meio aquoso e posterior calcinacdo a temperatura de 1100°C. Relativamente a composicao
dopada do B-TCP (FeTCP), a adicdo de Fe na sua estrutura levou a formacdo da fase
cristalina CagFe(PO4)7. Os pos HA e FeHA apresentaram um pequeno teor de fases
secundarias, B-TCP e B-TCP + hematite, respetivamente. A incorporacdo do ido Fe na
estrutura cristalina do B-TCP e HA foi confirmada pelas alteraces dos valores dos
pardmetros de rede que pode ser relacionada com o menor tamanho do raio i6nico do Fe
relativamente ao célcio, mais significativas no 3-TCP. Além disso, em ambos os pés, HA e

B-TCP, a adicédo de ferro levou a alteracdo da morfologia e do tamanho de particula.

Para a eliminacdo do processo de sinterizagdo na obtencdo de scaffolds como substitutos
0sseos, foram desenvolvidas pastas compdsitas com caracteristicas reoldgicas adequadas
para impressdo por robocasting, incorporando os pos calcinados a 1100°C e moidos, de
forma a obter um tamanho médio e distribuicdo de tamanho de particulas adequado, numa
solugéo aquosa de quitosano. A viscoelasticidade das pastas e a sua estabilidade estrutural,
durante e apds impressao, foram asseguradas pela capacidade de gelificacdo/polimerizacao
dos compositos de quitosano com os pds a base de CaP, com a genipina como agente de
reticulagdo, bem como pela quantidade de sélidos incorporados na pasta. A partir do
comportamento reologico das pastas preparadas com os pés puros (HATCP) verificou-se
que estes promovem a gelificacdo do quitosano, através de ligagdes ionicas entre 0s grupos
fosfatos dos CaPs e 0s grupos amina do quitosano, pois estas pastas, mesmo sem genipina,

apresentaram uma velocidade de gelificacdo superior as pastas preparadas com 0s poés
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dopados (FeHATCP). Este resultado explicou a impossibilidade da adicdo de
concentragdes de solidos superiores a 34 vol.% na preparacdo das pastas com 0s pos puros,
comparativamente as pastas dopadas, onde foi possivel incorporar 40 vol.% de sélidos. As
propriedades mecanicas dos scaffolds foram alcancadas através da polimerizacdo do

quitosano por reticulagdo com genipina.

Para atuar também como tratamento local de infecdes, foi incorporado um antibidtico nos
scaffolds. Neste trabalho, foi usada a levofloxacina (2,5 wt.%) como farmaco modelo e foi
incorporada durante a preparacdo das pastas que mantiveram a sua capacidade de
impressdo por robocasting. No entanto, a sua adi¢do as pastas dopadas (FeEHATCP-2,5L)
levou a um aumento na velocidade de gelificacdo do quitosano, em relacdo as pastas sem
levofloxacina (FeEHATCP), que podera ser justificavel pela capacidade de interacdo entre

as fluoroquinolas e multiplos catides presentes na pasta (Ca®*, Fe?*, Fe*").

Para as composicOes estudadas, HATCP, FeHATCP e FeHATCP-2,5L, a polimerizacdo do
quitosano com a genipina foi mais acentuada a uma temperatura de 37°C. Apesar das
diferentes pastas apresentarem comportamentos diferentes, todas elas apresentaram

propriedades reoldgicas adequadas para impressdo por robocasting.

Na etapa de fabrico dos scaffolds com diferentes tamanhos de poro (300 pm, 500 um e um
gradiente 300-500-300 um no eixo dos zz) a partir das pastas anteriormente preparadas,
ndo se observaram diferencas na macroestrutura dos scaffolds entre as diferentes
composicBes. Contrariamente ao ocorrido no trabalho de Marques A.C. et al.!%8, neste
trabalho verificou-se que a adi¢do da levofloxacina ndo provocou alteracdes estruturais
nem morfolégicas nos scaffolds. Todos os scaffolds apresentaram uma estrutura
homogénea sem colapso dos filamentos, mantendo a sua forma apds a impressao robética.
Para todas as composigdes, os scaffolds com o tamanho de poro inferior (300 um) foram os
que apresentaram melhores valores de resisténcia a compressdo. Para uma mesma
porosidade, os scaffolds obtidos com os pOs puros apresentaram valores de resisténcia a
compressdo ligeiramente superiores aos scaffolds obtidos com os pds dopados, com e sem
levofloxacina, em concordancia com os resultados obtidos nos ensaios reoldgicos. No
entanto, todas as composicdes estudadas com tamanhos de poro diferentes apresentam
resisténcias mecanicas a compressao e modulos de Young dentro da gama de valores do

0sso trabecular. Além disso, a partir dos resultados obtidos, é possivel verificar que 0s
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valores de resisténcia a compressdo dos scaffolds com poros de 500 um, com e sem
levofloxacina incorporada, obtidos neste trabalho (gama entre 2.5 a 55 MPa) séo
superiores aos valores obtidos no trabalho de Marques A.C. et al. (gama entre 1 a
2 MPa).1%®

Todos os scaffolds carregados com levofloxacina apresentaram uma distribuicdo
homogénea do farmaco. Nos ensaios de libertacdo do farmaco, todos os scaffolds exibiram
uma velocidade de libertacdo rapida nas primeiras 6h, mais acentuada na 12 hora de ensaio
e isto independentemente da estrutura porosa do scaffold e do encapsulamento ou ndo do
farmaco. Esta forma de incorporacdo do farmaco nos scaffolds apresenta-se assim muito
promissora no tratamento/prevencdo local de infegfes, como solugdo alternativa ou

complementar a administragdo convencional de farmacos.

Os pos de HA e B-TCP dopados com 6 mol% de Ferro mostraram ter resposta magnética,
que podera ser benéfica para acelerar o processo de regeneracao 6ssea quando aplicado um
campo magnético. No entanto, estes ndo apresentaram resposta magneto-térmica, ou seja,
ndo se verificou aumento da temperatura dos pés ao longo do tempo (max. 10 minutos) ndo
atingindo a temperatura desejada (40°C a 46°C) usada para tratamento hipertérmico. A
incorporacdo de nanoparticulas magnéticas (1 wt.%) a pasta preparada com a mistura de
pos dopados deu origem a uma melhoria significativa da resposta magneto-térmica, que
ndo se verificou quando adicionadas a pasta preparada com os pos puros. Apesar de nao se
terem atingido as temperaturas necessarias para hipertermia num intervalo de tempo
aceitavel, que pode ser colmatado com o aumento da quantidade de particulas magnéticas,
o efeito sinergético entre os pds dopados e as nanoparticulas mostra a importancia da
presenca do ferro nos pds a base de CaP. Estes resultados indicam que, para atingir uma
determinada temperatura nos tratamentos hipertérmicos, sera necessario adicionar menor
quantidade de nanoparticulas magnéticas nos scaffolds fabricados com pds dopados com

i0es ferro do que nos scaffolds fabricados com pos puros.

Os resultados mostraram que os scaffolds compositos obtidos neste trabalho constituem
uma abordagem muito promissora para regeneracao 0ssea e tratamento local simultaneo de

infecdes e hipertermia.
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4.2. Trabalhos Futuros

Apesar de os resultados obtidos ao longo desta dissertacdo serem promissores, existem

ainda aspetos que precisam de ser clarificados, bem como sugestdes para trabalhos futuros.

Deste modo sugere-se:

Aumentar a quantidade de ferro a incorporar nas estruturas do B-TCP e da HA, e
sintetizar os pos dopados sob outras condi¢des de forma a induzir a formacao de
fases magnéticas, como por exemplo, a magnetite;

Realizacdo de Espectrometria de Emissdo Atomica por Plasma Indutivamente
Acoplado (ICP-OES) para quantificar o ferro presente nos pos;

Realizacdo de estudos magnéticos adicionais para comprovar 0s comportamentos
magnéticos obtidos;

Analises dos pds dopados por Microscopia Eletrénica de Transmissao
(Transmission Electron Microscopy, TEM);

Estudar as propriedades mecénicas e a degradacdo dos scaffolds em solugcbes
simuladoras de plasma humano;

Investigar a possibilidade de incorporar outros polimeros naturais ha composi¢do
(fibras, por exemplo) das pastas, de forma a melhorar o desempenho mecéanico dos
scaffolds, sem alterar a sua arquitetura;

Realizacdo de testes bioldgicos in vitro e in vivo.
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