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A engenharia de tecidos tem adotado diferentes estratégias na concecao de
novos biomateriais, tendo como objetivo a procura de solu¢des que permitam
mimetizar cada vez melhor as condi¢cdes in-vivo, de modo a obter uma
regeneracao de tecidos funcionais acelerada. Uma das mais recentes estratégias
consiste no desenvolvimento de estruturas porosas tridimensionais (3D), que
servem como suportes temporarios para a deposi¢éo de células, permitindo a sua
adesao, proliferacdo e producdo de matriz extracelular (MEC), que conduzira a
formacdo acelerada de novo tecido. Neste trabalho foram desenvolvidos
biomateriais nanocompdsitos a partir da estrutura 3D de espongina obtida a partir
de um material natural, a esponja do mar (EM), com vista a uma potencial
aplicacdo na area de regeneracdo 0ssea. O desenvolvimento destes materiais
baseia-se no crescimento controlado de filmes finos de fosfatos de célcio na
matriz da EM através da imersdo em diferentes solu¢bes de fluido corporal
simulado (SBF e 10xSBF). Para tal, foram utilizadas 2 abordagens: a primeira
abordagem consistiu no crescimento de fosfatos de célcio diretamente na
superficie da matriz da EM; a segunda abordagem consistiu na modificacao
superficial prévia da matriz da EM através de diversos agentes promotores de
nucleacéo (molecular, polieletrélitos e polimeros naturais) e posterior crescimento
dos fosfatos de calcio. Os materiais resultantes foram caracterizados em termos
da sua estabilidade estrutural (testes de compresséo estéticos e dinamicos),
morfologia (SEM e micro-CT) e composi¢ao quimica (EDS e FTIR). Os resultados
obtidos mostraram que as amostras de EM modificadas com polimeros naturais
imersas em solucdo de 10XSBF em agitac@o continua e a temperatura ambiente,
apresentaram maior uniformidade e persisténcia do recobrimento de fosfatos de
célcio na sua superficie. Estudos de biocompatibilidade com osteoblastos
mostraram elevada percentagem de viabilidade celular nas amostras com
polimeros naturais e fosfatos de célcio e uma elevada capacidade para promover

a mineralizagéo.
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Tissue engineering has adopted different strategies in the design of new
biomaterials, with the objective of finding solutions that allow to mimic each view
better in vivo conditions, in order to obtain an accelerated functional tissue
regeneration.

One of the most recent strategies is the development of three-dimensional (3D)
porous structures, which serve as temporary supports for the deposition of cells,
allowing their adhesion, proliferation and production of extracellular matrix, that
will lead to the accelerated formation of the new tissue. In this work,
nanocomposite biomaterials were developed from natural materials, the 3D
spongin structure obtained through the marine sponge, for a future application in
the field of bone regeneration. The development of these materials is based on
the controlled growth of a thin layer of calcium phosphates in the marine sponge
matrix through immersion in different solutions of simulated body fluid (SBF and
10xSBF). For that, 2 approaches were used: the first approach consisted of the
growth of calcium phosphates directly on the surface of the marine sponge matrix;
the second approach consisted of the superficial modification of the marine
sponge matrix through several nucleation promoting agents (molecular,
polyelectrolytes and natural polymers) and subsequent growth of calcium
phosphates. The resulting materials were characterized in terms of their structural
stability (static and dynamic compression tests), morphology (SEM and micro-CT)
and chemical composition (EDS and FTIR).

The results obtained with the marine sponge samples modified with natural
polymers immersed in a 10XSBF solution under continuous stirring and at room
temperature, showed greater uniformity and persistence of the calcium phosphate
coating on its surface. Biocompatibility studies with osteoblasts have shown a high
percentage of cell viability in samples with natural polymers and calcium
phosphates and also a high capacity to promote mineralization.
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CAPITULO |

1. Introducéo

1.1. Enquadramento

A engenharia de tecidos 6sseos € uma area que atualmente esta a ser bastante
dinamizada, tanto em termos de utilizacdo de novas técnicas, como também no
desenvolvimento de novos biomateriais. Esta area tem como objetivo primordial a
reconstrucdo de defeitos ésseos recorrendo para isso ao uso de enxertos 0sseos que
posteriormente sdo implantados no paciente, com a finalidade de regenerar as
estruturas 6sseas danificadas [1].

Os enxertos 6sseos podem ser autélogos, sendo que estes tém origem no préprio
paciente, apresentam bons resultados e sao considerados o método mais eficaz, uma
vez que possuem um menor risco de rejeicdo. No entanto, apresentam uma
disponibilidade limitada e podem originar o enfraguecimento das estruturas 6sseas
dadoras. Um outro tipo de enxertos sdo os aloenxertos e tém origem num dador da
mesma espécie que o paciente [2][3]. Este tipo de enxertos pode provocar alteracéo
das propriedades mecanicas, necessita de utilizacdo de imunossupressores, requere
técnicas de esterilizacdo e armazenamento bastante complexas, tem custos elevados
e apresenta também uma disponibilidade limitada. Além desses tipos de enxertos,
existem ainda os xenoenxertos, que tém origem num dador ndo humano, e que por
ISSO mesmo apresentam um maior risco de rejeicdo e transmissdo de doencas [1]
[2][4].

De modo a ultrapassar estes desafios, a engenharia de tecidos apresenta uma
panodplia de solugdes, que envolve um conjunto de métodos que visam substituir ou
reparar tecidos com biomateriais naturais, sintéticos ou semissintéticos que tentam
mimetizar os tecidos naturais. Estes biomateriais devem, na maioria dos casos,
apresentar tridimensionalidade (3D). Além disso, € fundamental que estas estruturas
3D possuam requisitos biolégicos adequados similares ao 0sso natural, tais como o
tamanho, forma, espessura, porosidade, morfologia da superficie, taxa de degradacéo
e estabilidade mecéanica [1]. Outro requisito importante é que 0s novos materiais
tenham a capacidade de induzir a fungcdo celular desejada, ou seja, estimular



respostas celulares especificas e ativar genes que promovem a diferenciacéo celular
e a producdo de MEC de forma aumentar a capacidade para a regeneracdo dos
tecidos danificados.

Estruturalmente o tecido 6sseo assemelha-se a um material nanocompdsito, em
qgue cristais nanométricos de hidroxiapatite (HAP) se encontram dispersos numa
matriz de colagénio de uma forma muito padronizada. Nesse sentido, 0os materiais
nanocompadsitos surgem como uma opG¢ao promissora na regeneragdo de tecidos.
Estes possuem capacidade de promover a adesdo e proliferacdo celular e,
conseqguentemente, o crescimento de novo osso [5]. Para além disso, o0 seu
desempenho mecéanico aprimorado permite a transducdo adequada dos estimulos

mecanicos para o nivel celular.

1.2. Reviséao Bibliografica

1.2.1 Engenharia de tecidos aplicadas ao tecido 6sseo

O conceito “engenharia de tecidos” representa um campo multidisciplinar, que
combina varias areas como biologia celular e molecular, quimica, ciéncia dos
materiais, engenharia e medicina [4]. Esta forma de engenharia foca-se no
desenvolvimento de substitutos biolégicos que mantém, melhoram ou restauram
funcdes dos tecidos nativos [4] [6]. A engenharia de tecidos € utilizada com sucesso
em diversas areas, nomeadamente na ortopedia, onde é frequentemente realizada a
reparacao ou substituicdo de tecido 6sseo, cartilagens e ligamentos [7], e explora as
propriedades fisiol6gicas do tecido 6sseo para induzir a formacao de novos tecidos
funcionais.

Atualmente varias abordagens tém sido exploradas na concec¢éao de substitutos de
tecidos danificados, incluindo a incorporagdo de dispositivos mecanicos, transplantes
de oOrgdos ou reconstrugdo cirargica [4]. Apesar destas técnicas serem muito
vantajosas para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes ou até mesmo salvar
vidas humanas, apresentam algumas limitacbes significativas. No caso dos
dispositivos mecanicos, estes ainda ndo cumprem todas as funcfes desempenhadas
pelos tecidos naturais e apresentam baixa eficiéncia relativamente ao controlo da
deterioracdo progressiva da condicdo do paciente [8]. A nivel do transplante de

orgaos, a falta de doadores e a possibilidade de rejeicdo de tecidos sdo fatores



condicionantes. Além disso, estes apresentam efeitos adicionais, como dor e
suscetibilidade a infecdo. Relativamente a reconstrucdo cirargica, podem ser
utilizados enxertos 0sseos (autoenxertos, aloenxertos e xenoenxertos) sendo que o
autoenxerto € o método clinicamente mais utilizado. A grande vantagem desta pratica
clinica incide na baixa taxa de rejeicdo do implante e consequentemente, baixas
complicacBes dai resultantes. No entanto, esta metodologia é limitada quando a lesao
é de grandes dimensdes [6].

Neste contexto, estruturas 3D denominadas em inglés por “scaffolds”, tém sido
estudadas com o intuito de serem utilizadas como solucbes terapéuticas na
regeneracao Ossea. Estas estruturas sintéticas podem ser produzidas através de
diferentes tipos de materiais, como polimeros, ceramicos, metais ou compadsitos [9].
Além disso, a aplicacdo de tais materiais em engenharia de tecidos 0sseos deve
atender a requisitos fisicos e biolégicos adequados similares ao 0sso natural, tais
como o tamanho, forma, espessura, porosidade, morfologia da superficie, taxa de
degradacdo e estabilidade mecanica [2]. A réplica das carateristicas fisiologicas do
0sso através das estruturas 3D sintéticas permite contribuir para estimular os
processos bioldgicos de reparacdo 6ssea e consequentemente induzir a formacgéao
acelerada de tecido 6sseo [6]. E também relevante que n&do induzam efeitos
citotoxicos e tenham baixa imunogenicidade, e para além disso, mediante a aplicacéo,
pode ser relevante apresentarem biodegrabilidade.

De facto, as estruturas 3D apresentam-se atualmente como uma das
abordagens mais promissoras para a regeneracdo Ossea. Para além disso, a
validacdo das estruturas 3D permite combinar terapias baseadas em células
(manipulando a bioquimica celular) e fatores de crescimento para o desenvolvimento

acelerado de novos tecidos (figura 1) [10][11].



.

Figura 1 Esquema dos diversos componentes envolvidos em engenharia de tecidos.

1.2.2 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo rigido, dinamico,
altamente vascularizado, com a capacidade continua de regeneracao e remodelacéao.
Este apresenta como principais fungdes a sustentacéo do corpo, permitir a execucéo
de movimentos, protecao dos 6rgéos vitais, armazenamento de minerais e gordura, e
desempenha um papel preponderante na producéo de células sanguineas.

O tecido 6sseo é formado por um material extracelular, denominado de matriz
O0ssea. A matriz extracelular é constituida aproximadamente por cerca de 35% de
material organico e 65% do material inorganico. O material organico, é constituido
essencialmente por colagénio, e é responsavel pela flexibilidade e resiliéncia do osso.
A fracdo inorganica € constituida principalmente por cristais de fosfatos de calcio

denominados HAP, e é responsavel pela dureza e rigidez do osso [12].

1.2.2.1 Organizagéo do tecido 6sseo

O tecido 6sseo maduro pode ser classificado, com base na sua organizagcédo
macroestrutural, como cortical (compacto) e esponjoso (trabecular) [13]. O o0sso
cortical é denso, solido e homogéneo, apresenta cerca de 10% de porosidade. Em
relacdo a0 0SSO esponjoso, este apresenta cerca de 50 a 90% porosidade e é

composto por uma rede de trabéculas irregulares de tecido 6sseo, semelhantes a



favos de mel [11]. As percentagens de 0sso cortical e esponjoso diferem ao longo do
esqueleto.

Dos duzentos e seis 0ss0s que constituem o corpo humano adulto, existem varios
tipos que podem ser agrupados quanto a sua forma, 0ssos longos, 0ssos curtos, 0Ssos
chatos, ossos irregulares e finalmente ossos sesamoides. No caso dos 0ssos longos,
estes podem ser divididos em epifise, metafise e diafise (figura 2). As epifises sédo as
extremidades dos 0ssos longos e sdo compostas essencialmente por 0SSO esponjoso,
coberto por uma fina camada de osso cortical. A metéfise é a regido de transicdo que
junta a diafise com a epifise, € onde ocorre o crescimento do 0sso. A diafise € a porcao
meédia do um 0sso longo, composta por 0sso cortical e geralmente, contém medula
Ossea e tecido adiposo. Relativamente aos 0ssos curtos, planos ou irregulares nao
apresentam nem diafise nem epifise, sendo apenas constituidos por 0Sso esponjoso

internamente e cercados externamente por 0sso compacto [12].

: i, —Cartilagem
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% 0Osso esponjoso
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—Periosteo

Epifise
— Cartilagem

Figura 2 Estrutura bioldgica do osso [83].

A nivel macroscopico, pode também ser observado que as superficies externa
e interna dos 0ssos longos, exceto nas cavidades articulares, sédo revestidas por uma
camada de tecido conjuntivo chamada de peridsteo e endosteo, respetivamente.
Estas membranas possuem como fungéo alojar as células osteoprogenitoras [1][2].

Micoestruturalmente, o 0sso cortical possui como estrutura elementar o

ostednio ou sistema de Havers, constituido por colunas cilindricas. Todos o0s oste6nios



estabelecem ligacdo entre si através de canais perpendiculares, os canais de
Volkmann, que permitem a nutricdo e difusdo de células 6sseas [2]. Cada ostesnio é
formado por cercade 5 a 15 lamelas 6sseas concéntricas, distribuidas a volta do canal
o canal de Havers, que é revestido por enddsteo e ocupado por elementos vasculo-
nervosos. As lamelas 6sseas apresentam uma orientacéo perpendicular entre si, para
conferir maior resisténcia ao 0sso. Entre as lamelas encontram-se lacunas 0sseas
ocupadas pelos ostedcitos, que estabelecem comunicacdo entre si através de
prolongamentos citoplasméticos dentro de canaliculos 0sseos que atravessam as
lacunas [1][2].

Quanto a microestrutura do tecido esponjoso, este é constituido por placas
Osseas interligadas, denominadas trabéculas que sdo constituidas por lamelas
0sseas. Entre as trabéculas existem espacos que séo preenchidos por medula 6ssea
e vasos sanguineos (Figura 3).

A nivel nanoestrutural, os constituintes mais relevantes sdo as fibras de
colageno, rodeadas e infiltradas por minerais que na sua maior parte sdo nanocristais
de HAP.

Finalmente, a nivel sub-nanoestrutural, podem ser identificadas as moléculas

de colagénio entre outras proteinas organicas [1] [2].
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Figura 3 Hierarquia estrutural do osso [11].



1.2.2.2 Componentes celulares do tecido 6sseo
As células 6sseas sao fundamentais nas funcées desempenhadas pelo 0sso,
e correspondem a cerca de 2% do total de tecido 6sseo. Os quatro tipos de células
(figura 4) que se encontram no tecido 6sseo denominam-se por células osteogénicas,
osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos [14]. As células osteogénicas ou células
progenitoras osteocondrais sdo células estaminais que tém a capacidade de se
transformar em osteoblastos. Estes tipos de células localizam-se na camada interior

do pericondrio, na camada interior do peridsteo e no endosteo.

]

Osteoclast

i Osteoblast Ost ¥
Osteogenic cell sioocyts (resorbs bone)

(stem cell) (forms bone matrix) (maintains
bone tissue)

Figura 4 Representacdo esquemética da distribuicdo das diferentes células ésseas [15].

Os osteoblastos encontram-se na superficie 6ssea e desempenham um papel
fundamental na formacao de novo osso, fendmeno conhecido por osteogénese. Estas
células sdo capazes de produzir colagénio e proteoglicanos, que sdo armazenados
nas vesiculas do aparelho de Golgi e posteriormente sdo libertados da célula por
exocitose. Além disso formam vesiculas que acumulam iées de calcio e fosfato, bem
como outras enzimas. Este contetdo das vesiculas é libertado das células através da
exocitose, sendo usado na formacao dos cristais de HAP. Desta forma, atraves destes
processos bioldgicos é formada a matriz 6ssea mineralizada [3].

Os osteoblastos ao envolverem-se completamente na matriz 0Ossea
mineralizada, tornam-se assim em células maduras designadas de ostedcitos. Os
espacos ocupados por estas células chamam-se lacunas. Estas células comunicam

entre si com as células da superficie dssea através de pequenos canais denominados



por canaliculos, permitindo a passagem de nutrientes e de outras substancias. Os
ostedcitos tém a funcdo de captar as alteracbes da matriz 0ssea e o0s estimulos
mecéanicos que atuam sobre o 0sso, transmitindo estas informacdes as células da
superficie para ativar os processos de remodelacdo 6ssea, sempre que estes sejam
necessarios [12].

Em relacédo aos osteoclastos apresentam-se como células grandes com varios
ndcleos e sdo responsaveis pela reabsor¢cdo do osso. A primeira fase da reabsorgéo
Ossea consiste na producao de um meio acido através do bombeamento de i6es de
hidrogénio, que provoca a descalcificacdo da matriz. Na segunda fase, 0s
osteoclastos produzem enzimas que degradam a camada de matriz organica nao

mineralizada que normalmente reveste o 0sso [3].

1.2.2.3 Remodelacédo 6ssea

O tecido ésseo encontra-se em constante mudanca pois tem a capacidade de
se remodelar continuamente ao longo da vida. A remodela¢cdo 6ssea é um processo
dindmico que resulta de um equilibrio entre a remocé&o do osso velho e a formacéo de
0SS0 novo, através da acdo dos osteoclastos e dos osteoblastos, respetivamente. Este
processo, que esta esquematizado na figura 5, apresenta fases distintas através da
sequéncia de processos bioldgicos descritos seguidamente [15].

A primeira fase denomina-se por fase de ativacdo. Esta fase inicia-se em
resposta a estimulos, desenvolvendo-se diversos sinais para a ativacdo e
diferenciacdo das células precursoras dos osteoclastos. Simultaneamente as células
de revestimento 6sseo digerem a membrana endosteal, expondo assim a superficie
0ssea aos osteoclastos [15]. A segunda fase consiste na reabsor¢éo e ocorre quando
0s osteoclastos se diferenciam dos seus precursores e reabsorvem o 0sso, formando
cavidades como lacunas de Howship no osso trabecular e, cavidades de reabsorcao
no 0sso cortical. Esta fase termina com a morte celular dos osteoclastos, garantindo
que nao ocorra reabsorcdo excessiva. Na fase de reversdo, ap0s a reabsorcao
mediada por osteoclastos, as células mononucleares removem os restos de colagénio
e preparam a superficie 6ssea para a deposicdo de tecido ésseo. Em relacdo a fase
de formacdao, os osteoblastos depositam 0 novo 0sso, até perfazer o 0sso reabsorvido.

Na finalizacdo do processo de remodelacdo Ossea, apds a mineralizacdo da nova



matriz Ossea, alguns osteoblastos incorporaram-se na matriz mineralizada e
diferenciam-se em ostedcitos, enquanto outros dédo origem a células de revestimento
[15].
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Figura 5 Figura representativa do processo bioldgico de remodelacéo 6ssea [17].

1.2.2.4 Propriedades mecanicas do tecido 6sseo
Devido ao facto de o osso ser um tecido altamente adaptavel, as suas
propriedades mecéanicas variam entre os individuos, com a idade, de acordo com a
sua localizacdo no corpo e devido a doencas. Os valores aproximados das
propriedades mecanicas destes tipos de tecidos 6sseos encontram-se descritos na

tabela seguinte [2]:

Tabela 1 Propriedades mecénicas do 0sso cortical e esponjoso.

Propriedade Osso Cortical Osso Esponjoso
Forca compressiva (MPa) 100-230 2-12
Resisténcia a tracao, flexao (MPa) 50-150 10-20
Tenséo de deformacéo (%) 1-3 5-7
Modulo de Young (GPa) 7-30 0,5-0,05



1.2.3. Biomateriais para a regeneragao 0ssea

A resposta dos tecidos ao contacto com o material € um dos aspetos mais
importantes na altura de se proceder a escolha do biomaterial a utilizar no implante.
Tendo em consideracéo esta interacdo, os biomateriais podem ser categorizados em
trés geracdes destintas, que correspondem ao seu processo evolutivo ao longo do
tempo. A primeira geracdo de biomateriais surgiu na década de 60 e € composta por
materiais bioinertes, caraterizados por interagiam minimamente com os tecidos
circundantes. Esta geracdo inclui metais (como titanio ou ligas de titanio), polimeros
sintéticos (como PMMA e PEEK) e ceramicos (como alumina e zirconia). A segunda
geracdo engloba materiais bioativos e biodegradaveis. Esta geracdo inclui os
polimeros sintéticos e naturais, fosfatos de calcio, carbonato de calcio, sulfatos de
calcio e vidros bioativos. Em relacdo a terceira geragao, esta tem por base o objetivo
de induzir respostas celulares especificas ao nivel molecular, conciliando a
bioatividade e a biodegradabilidade da geracéo anterior [1].

Além dessa abordagem de classificacdo de biomateriais, estes de uma forma
geral podem também ser classificados quanto a sua origem, que pode ser natural ou
sintética. Os biomateriais sintéticos séo classificados como metais e ligas, ceramicos
e vidros, polimeros e compdsitos. Na tabela seguinte estdo representados de forma
resumida as diferentes propriedades das varias classes de biomateriais sintéticos,

bem como algumas das suas respetivas aplicacdes [16].
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Tabela 2 Propriedades e aplicacdes de biomateriais [16][17].

BIOMATERIAL VANTAGENS DESVANTAGENS APLICACOES
Suturas, artérias,
veias, tenddes
artificiais,
. Facil de fabricar, baixa Baixa resisténcia maxilofacial (nariz,
POLIMEROS

METAIS E LIGAS

CERAMICOS E
VIDROS

COMPOSITOS

densidade, elasticidade.

Ductilidade, resisténcia
mecéanica elevada, alta
resisténcia a desgaste,
energia de deformagéo
alta e baixo custo.

Biocompatibilidade,
resisténcia a corrosao,
guimicamente inerte,
baixa condutividade
térmica e elétrica.

Boa compatibilidade,
guimicamente inertes,
resisténcia a corrosao.

mecanica, facil
degradacéo.

Baixa
biocompatibilidade e
resisténcia a corrosao,
perda das
propriedades
mecéanicas em
presenca de tecidos
conjuntivos moles.

Baixa forca de tensao,
alta densidade, baixa
elasticidade,
propriedades de dificil
reprodugéo, bem como
o seu fabrico.

Reproducéo dificil.

orelha, maxilar,
mandibula, dente);
tendao artificial;
oftalmologia,
implantes.

Materiais de fixagédo
ortopédica
(parafusos, placas e
fios), proteses
articulares, implantes
dentérios.

Ferramentas
médicas, 0Ssos
dentes, valvulas,
tenddes, vasos

sanguineos e

traqueias artificiais.

Valvulas cardiacas,
implantes, implante
do joelho,
articulactes
artificiais.

No entanto, apesar das inUmeras vantagens dos biomateriais sintéticos, estes

apresentam ainda algumas lacunas, tais como a estrutura e composicao nao ser
semelhante aos tecidos/6rgdos nativos. Para superar estas debilidades, os
biomateriais de origem natural surgem como uma opc¢ao promissora e sustentavel
para aplicacdes em engenharia de tecidos. Os biomateriais naturais tém vindo a
sobressair por poderem comportar-se de forma semelhante a MEC em termos de
biocompatibilidade, biodegradabilidade e func¢des biolégicas inerentes, caracteristicas
estas que podem torna-los adequados para diversas aplicacbes bioldgicas. Estes
biomateriais podem incluir varios minerais (como carbonato de calcio, fosfatos de
calcio, silica) e diversos polimeros, baseados em proteinas ou em polissacarideos ou

hidratos de carbono (figura 6) [18].
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Figura 6 Esquema de biomateriais poliméricos e respetiva fonte natural [21].

Dentro dos polimeros naturais, o colagénio, o acido hialurénico, o quitosano e o
alginato sdo atualmente os mais requisitados na area de engenharia de tecidos [19].
O colagénio, devido as suas caracteristicas ndo toxicas, biocompativeis e
bioabsorviveis apresenta um grande potencial relativamente a regeneracao de tecidos
adiposos [20]. O &cido hialurénico é muitas vezes utilizado como veiculo para as
células regenerarem varios tecidos. E um biomaterial desejavel porque ndo é
antigénico, o que faz com que ndo promova reagdes inflamatodrias [21]. O quitosano é
um dos biomateriais com maior potencial de utilizacdo na medicina regenerativa.
Desde fios de suturas, a biomateriais de aplicacéo na pele, 0sso e cartilagens, existem
diversas possibilidades de utilizacdo deste polimero natural. Este polimero mostrou
ser biodegradavel, biocompativel e um excelente agente hemostéatico e analgésico
com propriedades antioxidantes [22]. Em relacdo ao alginato, este apresenta particular
interesse para uma ampla gama de aplicagbes como biomaterial e especialmente
como matriz de suporte para reparacao e regeneracao de tecidos. As suas excelentes
propriedades em termos de biocompatibilidade, biodegradabilidade, né&o
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antigenicidade, fazem do alginato amplamente utilizado em uma variedade de
aplicacdes biomédicas, incluindo engenharia de tecidos, administracdo de drogas e
em algumas formulacfes para prevenir o refluxo géstrico [23].

Alguns polimeros naturais, como a biosilica e quitina, podem ser encontrados em
animais de origem marinha, como é o caso das EM. Neste sentido, dada a riqueza da
biodiversidade da ecologia marinha, e ao facto de ainda se encontrar pouco explorada,
estes recursos surgem como uma fonte atraente para a obtencdo de compostos
promissores no desenvolvimentos de novos produtos farmacéuticos e dispositivos
biomédicos [24].

Dadas as vantagens singulares que cada um dos materiais apresenta é
considerada uma boa estratégia para alcancar as expectativas inerentes aos
biomateriais, a combinacdo destes de modo a satisfazer um maior numero de
necessidades biolégicas. Nesse sentido, na construcdo de scaffolds, utilizam-se
atualmente materiais de natureza muito variada, incluindo polimeros de origem

sintética ou natural e materiais ceramicos. etc.

1.2.3.1 Esponjas Marinhas
Entre os organismos marinhos, as EM surgem com grande potencial a nivel
terapéutico em diversas aplicacdes devido ao facto de possuirem constituintes
quimicos que permitem obter propriedades antitumorais, antivirais, anti-inflamatorias
e antibioticos [25]. Estes animais sésseis pertencem ao filo porifera e dentro deste
grupo, podem ainda ser subdivididos em 4 classes: a Demospongiae,
Homoscleromorpha, Hexactinellida e Calcarea.
» Demospongiae: representa a classe mais diversificada que retne cerca 83%
do total de esponjas, incluindo espécies marinhas e espécies de agua doce. O
esqueleto é formado por espiculas de silica amorfa, hidratada e nao cristalina,
podendo também apresentar um esqueleto de fibras de colagénio ou uma

combinacao de elementos orgéanicos e inorganicos [25] [26].

» Homoscleromorpha: classe mais pequena do filo porifera, estas espécies tém
como principais caracteristicas a presenca de uma membrana basal de

colagénio tipo IV na pinacoderme [25]. Apresentam uma forma achatada e
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possuem cores variadas, como azul, verde, amarelo ou vermelho. As esponjas
desta classe sao encontradas normalmente em ecossistemas escuros ou semi-
escuros (como cavernas, saliéncias, substrato coralino) e em aguas rasas
[25][26];

» Hexactinellida: conhecidas também por “esponjas de vidro”, devido a
semelhanca da sua estrutura ao vidro [26][24]. Estas espécies sao
exclusivamente marinhas e sdo comuns em aguas mais profundas e em
ambientes polares. Possuem esqueleto composto por espiculas siliciosas que
atingem por vezes comprimentos superiores a 2 metros. Em algumas espécies,
as espiculas podem fundir-se durante a formagédo, compondo uma rede rigida
[26];

= Calcarea: as esponjas que pertencem a este grupo sdo relativamente
pequenas e apresentam um esqueleto mineral composto essencialmente de
carbonato de calcio, podendo fundir-se em algumas espécies [25]. O sistema
aquifero das esponjas desta classe varia em relacdo a complexidade, desde o
mais simples (ascondide e syconoid) ao mais complexo (leuconoide) [26].

Na figura seguinte (figura 7) encontra-se representados alguns exemplos de

EM com diversas formas, cores e tamanhos correspondentes a cada uma das classes

mencionadas [27].
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Figura 7 Exemplos de EM das diferentes classes do filo porifera. (a) Aplysina cavernicola,(b)
Ephydatia fluviatilis, (c) Xestospongia muta, (d) Sycon ciliatum, (e) Clathrina contorta, (f) Leucosolenia

complicata, (g) Rosella nuda, (h) Oopsacas minuta e (i) Oscar.

As EM apresentam-se como organismos que se alimentam através de filtros

muito eficientes, compostos por uma rede de canais e camaras condutoras de agua,

revestidas com células flageladas. Através destas células sdo geradas correntes de

dgua necessarias para permitir a atividade de filtragem das esponjas [25].

Estruturalmente, as esponjas, possuem uma arquitetura porosa interconectada

eficiente, composta por uma camada epitelial unicelular (pinacoderme) que cobre uma

MEC feita de colagénio fibrilar, que contém células especializadas e componentes

esqueléticas [26].
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Os esqueletos das EM podem conter diferentes materiais na sua constituicao,
dependendo da espécie. No entanto, a biosilica, o polifosfato, a espongina e a quitina
s&0 os constituintes principais na maioria das espécies. Estes materiais encontram-se
ja descritos na literatura como possuindo elevado potencial para aplicacdes em
engenharia de tecidos 0sseos [24]. As suas principais caracteristicas sdo descritas

seguidamente.

» Biosilica

As EM, pertencentes as classes Demospongiae e Hexactinellida, sdo os unicos
organismos que tém a capacidade de sintetizar enzimaticamente a silica (Si0,), para
produzir esqueletos e espiculas com caracteristicas fortes e flexiveis, fornecendo
protecdo contra os predadores e atuando como sensores [10][24]. A formacao destes
elementos estruturais € realizada através de condig¢@es fisioldgicas naturais, cujo valor
de pH é em torno de 8,2, salinidade de 30 a 35 g/kg e as temperaturas variam de 22
a 30 °C [25]. A biosilica das esponjas apresenta um elevado teor de agua (6% a 13%)
e para além de silicio (Si) e oxigénio, contém pequenas quantidades de Al, Ca, Cl, Cu,
Fe, K, Na, S e Zn [28]. Relativamente as espiculas de biosilica das EM, foram
realizados varios testes, que mostram que o material € nanoparticulado e é depositado
em camadas, tendo tendéncia para formar uma estrutura biolégica Gnica e organizada
[29].

» Polifosfato
Os polifosfatos sdo polimeros inorganicos constituidos por residuos de
ortofosfato unidos por ligagcbes de fosfoanidreto [30]. Este polimero surge nos
esqueletos das EM como pequenos aglomerados brancos, também conhecidos por
granulos. Aglomerados estes que se desenvolvem quando a agua do mar é
processada através do sistema de canais de agua das esponjas, permitindo a
cooperacao das bactérias na captura de fosforo e integrando-o na esponja em forma

de polifosfato [25].
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= Espongina

As EM, tal como referido anteriormente, apresentam um nivel simples de
organizagéo constituido por tipos de células especializados (coandcitos e pinacdécitos).
Essas células fazem parte de uma rede de matriz complexa semelhante ao colagénio
(colagénio do tipo Xlll nos mamiferos), denominando-se como espongina [31].

De acordo com investigacdes morfolégicas e bioquimicas foram reveladas
semelhancas entre a matriz da esponja e as matrizes extracelulares de vertebrados,
bem como a orientacao das fibras de colagénio no esqueleto da esponja e do 0sso
trabecular humano. Através dessas semelhancas, o colagénio de fontes alogénicas e
xenogénicas tem sido utilizado como matriz para o desenvolvimento de scaffolds para

reparacao de tecidos [32].

= Quitina

A quitina apresenta-se como o0 segundo biopolimero mais abundante e € um
componente presente na parede celular de alguns fungos, mas sobretudo em
estruturas esqueléticas dos artropodes, fazendo parte também das EM. Este
biopolimero contém boas propriedades mecanicas, é termoestavel, natural, ndo
téxico, biocompativel e biodegradavel [24].

Recentemente, foi reportado a utilizacdo EM lanthella labyrinthus como uma
nova fonte promissora para a producdo de scaffolds 3D de quitina. Com base nos
resultados obtidos foi sugerido que estas construgcdes podem ser exploradas na
substituicdo de fragmentos danificados da pele, ou como alternativa aos curativos

incluindo aplicacéo apos tratamentos de cirurgia plastica [33].

1.2.3.2 Fosfatos de Calcio
Os fosfatos de célcio sdo materiais amplamente estudados e explorados como
biomateriais na formacdo e regeneragdo de tecido 6sseo, uma vez que possuem
caracteristicas estruturais semelhantes, tanto em termos da composicdo quimica
como das propriedades fisicas [34]. Assim sendo, existiram grandes expetativas em
explorar o uso de fosfatos de célcio para a induzir a reparacdo do tecido 6sseo de

forma mais eficaz [35].
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A vasta familia dos fosfatos de calcio, onde se inclui a HAP, o fosfato de
tricalcico (TCP) e os vidros bioativos, pertencem a classe dos ceramicos, materiais do
tipo inorganico produzidos a partir da sinterizacdo de sais ndo metalicos [24] [36].
Dado que, em alguns casos, a superficie torna-se biologicamente compativel e
favorece o crescimento 6sseo, estes materiais passaram a designar-se por
bioceramicos [36]. Estes materiais apresentam pelo menos uma de trés propriedades
que os tornam relevantes em ambito bioldgico, que sdo, a osteoindutividade,

osteocondutividade e a biodegradabilidade [37].

e Biodegradabilidade: consiste na capacidade que o biomaterial tem de se

degradar gradualmente ao longo do tempo em ambiente biolégico e ser
substituido por tecidos naturais de forma controlada e ajustada;

e Osteoindutividade: tem a funcdo de estimular as células progenitoras a

diferenciarem-se em linhagens osteoblasticas;

e Osteocondutividade: consiste na capacidade de o material garantir suporte

para a difusdo e ancoragem superficial e/ou interna das células Osseas,

promovendo assim o crescimento acelerado do novo tecido 6sseo [38].

Estas duas Ultimas propriedades sdo bastante relevantes para a adesado e
proliferacdo celular. Sendo que, a adesdo celular € também influenciada pela
capacidade do material em adsorver proteinas constituintes da MEC. Assim sendo, as
caracteristicas dos fosfatos de célcio, tais como a rugosidade da superficie,
cristalinidade, solubilidade, contetido da fase, porosidade e energia da superficie tem
uma relevancia fundamental neste processo biologico [39]. Portanto, torna-se assim
relevante controlar essas caracteristicas de modo a selecionar os fosfatos de célcio
com propriedades adequadas para aplicagbes especificas. Uma das propriedades
mais importantes dos fosfatos de célcio é a sua solubilidade em agua e acidez (quanto
maior a razdo Ca/P, menor serd a solubilidade e acidez), que conjugadas com
diferentes propor¢des molares de calcio e fosfato, permite a sua distingdo em diversas

fases minerais (tabela 3) [40].
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Tabela 3 Fases de fosfatos de calcio.

Nome Abreviatura Foérmula Ca:P
Fosfato tetracalcico TetCP Cas0(P0Oy), 2,0
Hidroxiapatite HAP Cayo(P04),(OH), 1,67

Fosfato de calcio amorfo ACP Ca3(P04),.nH,0 1,2-2,2
Fosfato tricalcico TCP Caz(P0y), 15
Fosfato octacalcico ocCP CagHz(PO4),. 5H;0 1,33
Hidrogenofosfato de célcio dihidratado DCPD CaHPO,4.2H,0 10
Hidrogenofosfato de célcio anidro DCPA CaHPO, 10
Pirofosfato de calcio CPP Ca,P,0, 1.0
Pirofosfato de calcio di-hidratado CPPD Ca;P,0,.2H,0 1,0
Fosfato heptacélcico HCP Ca7(Ps046), 0,7
Di-hidrogénio fosfato tetracalcico TDHP CagH;P60,, 0,67
Fosfato monocélcico mono-hidratado MCPM Ca(H,PO,),.Hy 0,5
Metafosfato de célcio CMP Ca(POs), 0,5

Dentro da familia de fosfatos de calcio, a HAP destaca-se como sendo o0 maior
constituinte dos componentes inorganicos dos 0ssos humanos. Este fosfato de célcio
apresenta elevada estabilidade, com baixa solubilidade em ambientes fisiol6gicos
definidos pela temperatura, pH, dos fluidos corporais, permitindo, no entanto, a
nucleacdo de minerais 0sseos. Nesse sentido, quando aplicada clinicamente néo
apresenta reacdes inflamatorias [39][41]. A HAP é também caracterizada por
apresentar uma elevada biocompatibilidade e bioatividade, e desempenhar um
excelente papel osteocondutor, porém nédo apresenta um papel osteoindutor [34].

Outro derivado de fosfatos de calcio muito estudado é o TCP, que pode ser
classificado em trés diferentes fases, a, B e y. Enquanto que o a-TCP apresenta uma
estrutura cristalina com um grupo espacial do tipo monoclinico, y-TCP e B-TCP tém
uma estrutura cristalina com grupo espacial do tipo romboédrico [34]. Este ultimo
apresenta uma estrutura com maior estabilidade e uma taxa de biodegradacao mais
elevada em relagdo ao a-TCP [39]. Comparativamente a HAP, o B-TCP é menos
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estavel, apresentando assim uma taxa de degradacdo mais rapida e maior
solubilidade. Além disso, apresenta uma taxa de reabsorcéo elevada e é amplamente
utilizada para aumentar a biocompatibilidade. De forma a explorar ambas as
caracteristicas relevantes destes dois materiais de fosfatos de calcio, foram
desenvolvidos materiais bifasicos [39]. Os fosfatos de célcio bifasicos tém sido
essencialmente usados em enxertos 0sseos como materiais de substituicdo 0ssea. A
combinagao da HAP e do B-TCP tém vindo a ser melhoradas de forma a estimular a
diferenciacdo osteogénica de células-tronco mesenquimais, aumentar a adesao
celular, anexar fatores de crescimento e melhorar as propriedades mecanicas [42].
Em geral, os fosfatos de calcio, principalmente a HAP e TCP, tém sido muito
utilizadas no ramo da biomedicina com grande sucesso devido as suas boas
propriedades biologicas descritas anteriormente. No entanto, apesar das excelentes
propriedades, os bioceramicos de fosfatos de calcio apresentam ainda algumas
limitacbes relevantes que podem comprometer o seu desempenho em algumas
aplicacOes bioldgicas. A sua fragilidade e a falta de elasticidade, induzem uma baixa
estabilidade mecanica, limitando a sua utilizagdo na regeneracao de grandes defeitos
0sseos. Os ceramicos ao serem submetidos a esforcos de tensédo apresentam baixa
resisténcia a fratura, limitando assim a utilizacédo de fosfatos de calcio em locais que
apresentam essas condicfes. Os metais e polimeros por apresentarem boas
propriedades mecanicas poderiam ultrapassar esta limitacdo, no entanto ndo exibem
comportamento biolégico adequado [34]. Nesse sentido, a incorporacdo destes
materiais com fosfatos de célcio tem sido um caminho que se tem vindo a desenvolver
para colmatar as limitacdes observadas e melhorar o desempenho biolégico [43].
Neste contexto, a HAP tem vindo a ser bastante explorada no recobrimento de
scaffolds para obter estruturas bioativas. Por exemplo, novos matériais compositos a
base de estruturas 3D de acido polilatico co-glicolico (PLGA) recobertos por HAP
foram desenvolvidos com o intuito de induzir elevada biocompatibilidade a matriz
polimérica. Estudos in vitro com 0s matériais compaositos obtidos demonstraram sua
elevada capacidade para o crescimento e proliferacdo de células humanas de

osteoblastos [39].
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1.2.4. Bionanocompaositos para regeneracao 0ssea

A engenharia de tecidos 0sseos €, hoje em dia, um campo em constante
crescimento, recorrendo ao desenvolvimento de novos scaffolds para a regeneragao
de tecidos 60sseos humanos através do recurso a novos materiais bioativos e diversas
técnicas de producdo [44]. Os materiais biocompdsitos sdo constituidos por pelo
menos dois componentes em que pelo menos um deles € de origem bioldgica. Estes
sdo geralmente divididos em trés classes de acordo com tamanho das particulas,
macrocompdsitos, microcompositos e nanocompdésitos. Os bionanocompésitos
possuem pelo menos um dos componentes com dimensdes na faixa de tamanho de
nanometrica (<100 nanometros) [45][1].

O uso de biomateriais nanoestruturados para regeneracdo 0ssea € inspirado
na arquitetura 6ssea nativa. O 0sso apresenta uma estrutura nanocompaosita organica
e inorganica complexa. A fase organica € composta principalmente de colagénio tipo
I, que se encontra organizado em nanofibras que variam de 50 a 500 nm de diametro
onde se encontra embebida na fase inorganica, constituida maioritariamente por
cristais de HAP com comprimentos de cerca de 100 nm, larguras de 20-30 nm e
espessuras de 3-6 nm. Tendo em conta a contribuicdo da componente orgéanica e
inorganica do 0sso, os fosfatos de calcio tém vindo a ser amplamente estudados como
agente de reforco em diversas matrizes organicas para serem explorados como
biomateriais na formacdo e regeneracdo de tecido 6sseo de elevado desempenho
biolégico. Os fosfatos de célcio apresentam alguma fragilidade e falta de elasticidade
e por isso induzem uma baixa estabilidade mecéanica, limitando a sua utilizacdo na
regeneracdo de grandes defeitos O0sseos. Nesse sentido, a fim de satisfazer as
necessidades clinicas nas areas de suporte de carga, diversas abordagens na sintese
de nanocompdsitos tém vindo a ser exploradas para melhorar as propriedades
mecanicas dos fosfatos de calcio. Uma abordagem bastante explorada tem consistido
na sintese de novos biomateriais com recurso a misturas de materiais de origem
natural. Por exemplo, as fibras naturais tém sido bastante usadas com o objetivo de
melhorar as suas propriedades mecanicas ou biolégicas, mimetizando a MEC do 0sso
humano [46]. Devido as caracteristicas biolégicas das EM reportadas anteriormente,
estas sdo consideradas excelentes candidatas para o desenvolvimento de matrizes

biologicamente ativas [47].
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Através da calcinacdo da EM Petrosia ficidormis , A. Barros et al [48] obtiveram
uma estrutura bioceramica tridimensional. O esqueleto desta esponja € composto por
SiO2 e ndo apresenta bioatividade. De modo induzir esta propriedade e sem modificar
a estrutura geral, esta foi submetida a dois tratamentos quimicos, um alcalino e outro
acido, que permitiu alterar a constituicdo quimica da superficie de maneira a promover
a precipitacdo de cristais de fosfatos de calcio, quando imersos SBF. Apos a imerséo
da estrutura em SBF, foi observado que a morfologia da superficie apresentou a
formacgéo de um revestimento de fosfatos de célcio, semelhante & HAP. Os estudos
in vitro com uma linha celular osteoblastica (Sa0S-2) demonstraram que a estrutura
apresentava um elevado potencial para a adesdo e o crescimento celular. Outro
estudo realizado por Tomasz Szatkowski [47], permitiu demonstrar pela primeira vez
a possibilidade do uso de scaffolds a base da EM, Hippospongia communis, como um
modelo tridimensional para a deposicdo hidrotérmica de dioxido de titanio (TiO2)
cristalino (figura 8). O TiO2 atua como um substrato inorganico que permite a adeséo
de moléculas, proteinas e células na sua superficie, levando a formacédo 6ssea. Além
disso, é reconhecido pela ndo toxicidade e pela estabilidade fisico-quimica e térmica.
Com base nos resultados deste trabalho, os autores verificaram que apés o
tratamento hidrotérmico, o revestimento obtido era uniforme e apresentava uma
elevada adeséo a superficie das fibras (figura 8). A forte adesdo das nanoparticulas
inorganicas ao scaffold foi descrito como sendo devido a presenca de grupos

funcionais originarios da composicao de aminoacidos do material.
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Figura 8 Imagens de microscopia eletronica de varrimento (SEM). (a, b) fibras de esponja antes do
tratamento hidrotérmico em butdxido de titanio (IV) (TBOT); (c, d) TiO2 imobilizado na esponja (Spl-
TiO2) obtida por sintese hidrotérmica; (e) medi¢cdes de espectros.

Além dos estudos relatados anteriormente, foi também desenvolvido um novo
material compdsito & base de espongina e HAP com o objetivo de avaliar as suas
caracteristicas fisico-quimicas e morfolégicas, bem como o seu desempenho biologico
in vitro. Os resultados obtidos, permitiram verificar que o0 material composito
desenvolvido apresentava com uma relacao similar & composi¢ao 6ssea, com 70% de
HAP e 30% de espongina, permitiu obter um comportamento biolégico melhorado

quando comparada com composi¢ao de 90% de HAP e 10% de espongina. [49].

1.2.4.1 Bioestimulagao fisico/quimica
Muitos estudos tém vindo a revelar que os biomateriais podem promover de um
modo mais eficiente o0 processo de regeneracdo Ossea ao induzir a adesao,

proliferagcdo e diferenciagdo celular, sendo que atualmente se designam por
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biomateriais inteligentes [50]. Dessa forma, é muito importante compreender os
mecanismos de interacdes entre as células e a estrutura dos biomateriais, por forma
a desenvolver estratégias especificas para a conce¢do e fabricacdo de novos
biomateriais que podem induzir comportamento celular desejado. O comportamento
celular quando ativado através de estimulacao topogréafica ou mecanica ocorre atraves
dos seus recetores especificos, normalmente designados mecanosensores celulares

(figura 9).
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Figura 9 Diagrama esquematico da estimulagdo mecénica celular [65].

As células sdo sensiveis a diferentes tipos de forcas: extracelulares, como
forcas de deformacao através do fluxo de fluido sobre a superficie celular, forcas de
tracdo/deformacdo aplicadas através do microambiente (constituido pela matriz
extracelular); ou intercelular, como por exemplo através do estabelecimento de
interacdes com ceélulas vizinhas. A ativacdo dos sensores celulares através da
aplicacado de forcas mecanicas leva ao inicio de um fendmeno denominado como
mecanotransducéo. Estes mecanismos (figura 9) quando devidamente controlados,
podem alterar a forma, a atividade celular, a expressao génica através das interagdes
entre a célula e a MEC, além disso, podem regular a migracdo, proliferacdo e
diferenciacéo celular. Por outro lado, podem facilitar na transferéncia de compostos
bioativos no local do defeito 6sseo, bem como melhorar a fixacdo e a estabilidade do
implante 6sseo [51].
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Em casos graves, como na reparacéo de grandes defeitos 6sseos, ou na perda
da funcdo de tecidos, os sinais enddégenos ndo sdo suficientes em tipo e/ou em
quantidade para regenerar o tecido danificado. De forma a contornar esta situagéo é
necessario que sejam adicionados sinais exdgenos, para estimular e acelerar o
processo de cicatrizacdo, a engenharia de tecidos incorpora na abordagem
biomimética o recurso a estimulos externos (bioquimicos /biofisicos) [52]. A nivel de
estimulos bioquimicos, foi verificado que determinadas moléculas/ibes quando
libertadas induzem a reparacéo 6ssea. Nesse sentido, diversos produtos que contém
fatores de crescimento tém vindo a ser amplamente utilizados neste contexto. De
forma a investigar a capacidade de promover e acelerar a regeneracdo 0ssea foram
ja utilizadas diversas moléculas bioativas [53], proteinas [54], hormonas [55],
anticorpos e acidos nucleicos [56]. Por outro lado os sinais biofisicos, tais como a
estimulacdo mecanica, rigidez da MEC e fluxo do fluido também mostraram ser
promissores na perspetiva de melhorar a formacéao de tecido 6sseo [52].

Neste contexto, os materiais implantados devem permitir que as células
recebam os estimulos e que estas possam desenvolver uma resposta mais rapida e
eficaz no processo de regeneracdo. Assim sendo, os scaffolds de bionanocompdsitos
tém grande potencial nesse processo, pois apresentam arquitetura adequada a
fixacdo celular e a proliferacdo, como a cristalinidade do material, porosidade,
tamanho e interconectividade dos poros. Estas estruturas de tamanho nano,
aumentam os locais de fixacdo celular por apresentarem uma area de superficial maior
para a adsorcao de proteinas, comparativamente as estruturas com dimensdes micro,
em que as células se propagam nas estruturas como em sistemas bidimensionais
[57]. As células cultivadas em superficies de escala nano podem formar uma camada
mais ordenada do que em superficies planas e podem ter mais zonas de contacto,
melhorando a fixacdo celular e as interacdes celulares. A porosidade do scaffold, bem
como o tamanho dos poros, podem controlar o processo de ades&o e migragao das
células a superficie dos scaffolds, e 0s poros interconectados permitem o crescimento

e difuséo das células dentro do scaffold e o fluxo de nutrientes [5].
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1.3. Objetivos

O objetivo deste trabalho consiste no desenvolvimento de materiais
nanocompositos baseados na modificacdo superficial da matriz da EM, através do
crescimento controlado de filmes finos de fosfatos de calcio para aplicacdo na area da
regeneracao 6ssea. Para tal, a matriz de EM foi inicialmente caraterizada e purificada.
A modificagdo da matriz foi realizada através do recurso a duas abordagens distintas.
A primeira abordagem baseou-se no crescimento direto de fosfatos de célcio na
superficie da EM por imersdo em SBF e a segunda abordagem recorreu a modificacédo
prévia da superficie das EM com agentes de nucleacao (molecular, polieletrélitos e
polimeros naturais) para favorecer o crescimento de fosfatos de célcio. Os novos
materiais nanocompoésitos desenvolvidos a base de EM/fosfatos de calcio foram
caracterizados em termos de composi¢ao quimica e estabilidade quimica e mecanica.
Os materiais nanocompdsitos mais promissores foram avaliados em termos de

biocompatibilidade através de cultura in vitro com células de osteoblastos.

1.4. Estrutura

A presente dissertacdo esta dividida em 8 capitulos. O capitulo 1 consiste na
revisdo bibliografica e apresentacdo dos objetivos da tese. O capitulo 2 € intitulado
por materiais e métodos, e apresenta de forma detalhada os materiais utilizados, os
procedimentos experimentais explorados, bem como as técnicas de caracterizacdo
utilizadas. O terceiro capitulo explora a estrutura da EM e diversos processos de
purificagdo. O quarto capitulo é dedicado ao crescimento controlado de fosfatos de
calcio na superficie da matriz da EM, através de incubagcdo em SBF e 10xSBF. O
quinto capitulo descreve os resultados obtidos através do crescimento de fosfatos de
calcio com modificacéo superficial prévia da matriz da EM. O sexto capitulo descreve
0s resultados obtidos respeitantes aos ensaios celulares realizados com as amostras

EM mais promissoras. O sétimo capitulo corresponde a conclusao.
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CAPITULO II

2. Materiais e Métodos

2.1. Materiais

Neste trabalho foram utilizadas esponjas comerciais, denominadas por

Hippospongia communis (Figura 10).

Figura 10 Amostras de Hippospongia communis comercial e cortadas com as dimensdes de 5 mm3

2.2. Reagentes

Os reagentes utilizados para a preparacéo da solu¢cdo SBF foram os seguintes:
NaCl (Fluka, =>99,5%), NaHCOs (Sigma-Aldrich, >99,5%), KCI (Sigma-Aldrich,
>99,0%), Na:HPOas (Sigma-Aldrich, >99,0%), MgCl..6H20 (Labkem, >99,0%),
HCI(1N), CaCl2.6H20 (Sigma-Aldrich, >98,0%), Na2S0a4 (Sigma Aldrich, >99,0%) e
(CH20H)3CNH2 (Sigma Aldrich, >99,8%).

Na modificagéo superficial da matriz da EM foi utilizado a rhodamine B (Sigma,
>95,0%), methylene blue (Sigma-Aldrich, >82,0%).

Relativamente aos reagentes utilizados nos testes bioldgicos foram os
seguintes: alpha minimum essential medium (Sigma-Aldrich), penicillin (Sigma-
Aldrich), streptomycin (Sigma-Aldrich), sodium bicarbonate (Sigma Aldrich),
Phosphate-Buffered Saline (PBS, Sigma-Aldrich), cetylpyridinium chloride (Sigma-
Aldrich) e paraformaldehyde (ACROS Organics).
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2.3. Métodos

3.3.1 Purificacédo da matriz da EM

As amostras da EM foram cortadas com um volume de cerca de 1.25 mm?3.
Estas amostras apresentavam algumas impurezas e de modo a elimina-las foi
necessario proceder a uma purificacdo. Numa primeira abordagem, as amostras
foram purificadas apenas por agitacdo durante 24 horas em agua destilada (3 litros)
em horas. Seguidamente, as amostras foram retiradas do goblé e colocadas na estufa
a temperatura de 37°C, para secagem. Estas amostras foram designadas como
EM_H20.

Numa segunda abordagem as amostras foram purificadas com uma solucao de
acido cloridrico (HCI 0,5M) em agitacdo durante 24 horas (figura 11). ApGs este
tratamento as amostras foram igualmente secas a temperatura de 37°C. Estas

amostras foram designadas como EM_HCI.
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Figura 11 Processo de lavagem das amostras de EM.
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2.3.2 Tratamento térmico das EM
Neste estudo as amostras de EM_HCI foram sujeitas a um tratamento térmico.
As amostras foram colocadas na estufa em vacuo a uma temperatura de 180 °C

durante 12 horas.

2.3.3 Método de modificacao superficial das EM
2.3.3.1 Modificacao por polieletrdlitos

A modificagdo superficial da EM foi conduzida utilizando a combinacdo de
polieletrdlitos positivos e negativos. Nesse sentido, foram preparadas duas solucdes
de polieletrolitos, poli(etilenimina) (PEI) que tem carga positiva e poliestireno
sulfonado (PSS) que tem carga negativa. Para preparar a solucdo de PEI com
concentracédo de 2 mg/mL, foram dissolvidas 2,25 g da solucdo de PEI em 50 mL de
adgua destilada por agitacdo. Em seguida colocou-se a solucdo diluida num baldo
volumétrico de 250 mL e adicionou-se agua destilada até perfazer o volume total. A
solucéo de PSS foi preparada com uma concentracédo de 5 mg/mL, através da diluicdo
6.94 mL de solugédo de PSS em 243.06 mL de agua destilada num baldo volumétrico
de 250 mL.

Estes polieletrolitos, foram utilizados para recobrir as EM com multicamadas
através da técnica Layer-by-Layer (L-b-L), sendo este mecanismo governado por
interacOes eletrostaticas. A primeira camada adicionada foi de PEI devido a carga
superficial negativa das EM. Nesse sentido, a uma amostra de EM foi adicionada a 50
mL da solucéo de PEI, e, em seguida, a mistura foi agitada, durante 30 minutos, para
promover as interacdes eletrostaticas do PEI com a superficie das EM. O excesso de
PEI foi removido por lavagem em agua destilada durante 30 minutos. A segunda
camada adicionada foi de PSS, em que a amostra previamente modificada com PElI,
foi colocada em agitagdo numa solugdo de 50 mL de PSS. Em seguida, a mistura ficou
em agitacdo durante 30 minutos. Apos o estabelecimento de interagcdes eletrostaticas
adsorcdo da segunda camada de polieletrolito negativo, o excesso foi removido
através da lavagem em agua destilada durante 30 minutos. Este procedimento
PEI/PSS foi realizado durante 3 ciclos consecutivos, de modo a garantir uma

modificacao superficial efetiva da EM.
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2.3.3.2 Modificacdo com biopolimeros

Nesta abordagem foram utilizados dois polimeros naturais, alginato e o
quitosano. Para preparar a solucédo de alginato (2mg/mL), foi introduzido 200 mg de
alginato num gobelé com 100 mL de agua destilada. O polimero foi dissolvido numa
solucéo de agua destilada a 70°C através de uma placa de aquecimento com agitacao.
ApOs o polimero estar completamente dissolvido, foram introduzidas as amostras de
EM em 30 mL desta solugéo, ficando a agitar durante 1 hora. Finalmente as amostras
foram congeladas e posteriormente liofilizadas.

A solucéo de quitosano (2 mg/mL), foi preparada utilizando uma solucéo de acido
acético (0.5 M). Para preparar 100 mL dessa solucao foi adicionado 0.6 mL de acido
acético a 99.4 mL de 4gua destilada. Depois da solugéo estar preparada, foi utilizado
30 mL da mesma e adicionado 60 mg de quitosano, que ficou em agitacdo durante 12
horas. Apos a total dissolucdo do polimero, foi introduzida uma amostra de EM que
ficou em agitacdo durante 1 hora. Seguidamente as amostras foram congeladas e
posteriormente liofilizadas.

2.3.3.3 Modificacdo com corantes
As EM foram modificadas através da adsorcéo de corantes. Neste estudo foram
utilizados a rodamina B (RB) e azul de metileno (MB). Para esse efeito, as amostras
de EM foram incubadas em 50 mL de solug&o de corantes (20 mg/L) durante 48 horas
por forma a garantir a saturagdo a estrutura. Posteriormente as amostras foram
lavadas com agua destilada durante 24 horas em agitacao vigorosa. Apos lavadas, as

amostras foram secas na estufa a 37°C.

2.3.4 Preparacgao da solucdo SBF e 10xSBF
De modo a preparar corretamente a solucdo SBF e 10xSBF € necessario que a
adicao dos reagentes que compdem cada solucao seja feita segundo a ordem descrita
na tabela 4.
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Tabela 4 Ordem, reagentes e as respetivas quantidades para a preparacédo de 2 litros de SBF [62] e

SBF

Ordem Reagentes

1 NacCl

2 NaHCO;

3 KCl

4 Na,HPO,.12H,(

5 MgCl,. 6H,0

6 HCI (1N)

7 CaCl,.2H,0

8 Na, S0,

9 (CH,O0H),. CNH,

10xSBF [63].
Quantidade Ordem
13,094 g 1
4,536 g 2
0,746 g 3
0,711 g 4
0,619 5
3omL | -
0,735 | = -
0,142g | -
12,1149 |  -m-mee-

10xSBF
Reagentes
NacCl
KCl
CaCl,. 2H,0
MgCl,. 6H,0
NaH,PO,

Quantidade

116.8860 g

0,7456 g
7.3508 g
2.0330 g

2.3996 g

Na preparacdo da solucdo SBF, ap0s a adicdo dos reagentes e estes estarem

devidamente dissolvidos, o valor de pH teve de ser ajustado ao valor de 7.35 por

adicao de HCI (1N), de modo a evitar a formacao de precipitados [58]. A solucéo ficou

limpida apdés a preparacdo e permaneceu assim no recipiente armazenado no

frigorifico, por um periodo maximo de 30 dias. Em relacédo a preparacao da solucdo

10xSBF, apos todos os reagentes mencionados na tabela 4 estarem dissolvidos pela

ordem descrita, a solugdo foi ajustada até perfazer os 2 L com a adicdo de agua

desionizada [59]. Posteriormente foi adicionado HCI para ajustar o valor de pH a 4,35-

4,40. A solugéo final ficou perfeitamente limpida e foi armazenada num recipiente no

frigorifico, por periodos maximos de 30 dias. Para a solugdo 10xSBF estar

devidamente preparada, aguando da sua utilizacado deve ser adicionado 0.168 g de

NaHCOs, a 200 mL da solugéo inicial, o que de provoca um aumento de pH até 6.40.
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2.3.5 CondicOes de imersao e analise

Cada ensaio foi realizado em 20 mL de solucdo SBF. Cada amostra de EM foi
imersa em SBF e mantida em estufa a temperatura de 37 °C durante o periodo de
incubacédo 7, 14 e 30 dias. Estes ensaios foram realizados em triplicado para cada
tempo de incubacéo.

Os ensaios para a solucdo 10xSBF foram realizados nas mesmas condi¢cdes
experimentais descritas para os ensaios realizados em solugédo SBF. Os periodos de
incubagéo das amostras em solu¢cdo 10xSBF foram mais curtos, de 12, 24 e 48 horas
e 5 dias. Os parametros de incubacédo estudados nesta solucdo foram o tempo, a

temperatura e a agitacdo

2.4. Ensaios Celulares

Foi utilizada uma linha celular osteoblastica MC3T3-E1 (ATCC CRL-2593). As
células foram mantidas a 37°C em atmosfera humidificada de 5% de CO2 em ar, L-
glutamine e sodium pyruvate contendo Alpha Minimum Essential Medium
suplementado com 10% (v / v) de fetal bovine serum (FBS, Sigma-Aldrich), solucéo
de penicillin/streptomycin a 1% (v / v) (contendo 10.000 unidades de penicillin e 10 mg
de streptomycin / mL) e 2,2 g / L de bicarbonato de sédio. O meio era atualizado duas
vezes por semana. As células foram colhidas na pré-confluéncia usando solugéo de
trypsin/EDTA a 0,25% (Sigma-Aldrich). Antes das células serem semeadas, 0s
scaffolds foram esterilizados em solucdo aguosa de etanol 70% (v / v) por 4 horas,
lavados em solucéo Phosphate-Buffered Saline (PBS, 1x, Sigma-Aldrich) 3 vezes,
incubados em meio de cultura completo por 1 hora e colocado em uma placa de 48
pocos. Em seguida, as células MC3T3-E1 foram semeadas nos scaffolds a uma
densidade inicial de 100.000 células / scaffold, seguido por uma incubacéo a 37°C por
2 horas. Posteriormente, foi adicionado meio fresco, e os scaffolds com as células

semeadas foram cultivados por 7 dias, com duas mudancas médias por semana.
2.4.1 Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi calculada com base na atividade metabélica dos scaffolds

carregados de células apds 1, 3 e 7 dias de cultura, medida por um método de
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resazurina. Uma solucao de resazurina (0,1 mg / mL em PBS; ACROS Organics) foi
adicionada ao meio fresco a uma concentracao final de 10% (v /v). Os scaffolds foram
incubados nesta solucdo a 37°C por 5 horas no escuro, apos o que 100 pL por pogo
foram transferidos para uma placa de 96 pocos e a absorbancia a 570 e 600 nm foi
medida em um leitor de microplacas (Synergy HTX).

Para cada dia, os valores finais de absorvancia para cada amostra foram
calculados como a razado Abs570 / Abs600 nm menos a razdo Abs570 / Abs600 nm
de um controle negativo (estrutura sem células). Os valores de absorbancia do mesmo
namero de células incubadas no poliestireno de cultura de tecidos (TCPS) no primeiro
ponto de tempo foram tomados como 100% e a percentagem de células viaveis foi

calculada com base nesses valores de controlo.

2.4.2 Morfologia celular

A morfologia celular foi avaliada por meio de visualizagcdo SEM apdés 7 dias de
cultura. Os scaffolds semeados com MC3T3- E1 foram fixados com 4% (wt / v) de
paraformaldehyde em PBS e lavados com PBS. As amostras foram posteriormente
desidratadas com concentracdes graduadas de solucdes aquosas de etanol (50, 70,
90, 96 e 100% v / v, Panreac AppliChem), tratadas com hexamethyldisilane e mantidas
no exaustor para secagem ao ar. Finalmente, as amostras foram montadas e
observadas por SEM usando um Hitachi TM4000 plus a uma tenséo de aceleracéo de
10 kV.

2.4.3 Mineralizacao

O ensaio de mineralizagédo (Alizarin Red Staining, Sigma-Aldrich) foi realizado
apos 7 dias de cultivo. Resumidamente, scaffolds semeados MC3T3-E1 foram fixados
em 4% (wt / v) paraformaldehyde em PBS, permeabilizados com 0,1% Triton X-100
em PBS, enxaguados com PBS e corados com 40 mM de Alizarin Red Staining em
agitacdo por 20 minutos com um agitador orbital, apds a qual a mancha de Alizarin
Red Staining foi removida. Posteriormente, Cetylpyridinium chloride 0,1 M foi
adicionado as amostras coradas por 1 hora durante a agitacdo com um agitador orbital
para libertar a Alizarin Red Staining dos suportes semeados de células. Triplicados de
100 uL do sobrenadante remanescente foram transferidos para uma placa de 96

pocos e lidos a 570 nm com um leitor de microplacas (Synergy HTX).
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2.5. Técnicas de caracterizacao

Para o desenvolvimento deste trabalho, as técnicas de caracterizacao

utilizadas para caracterizar o as amostras de EM séo descritas de seguida.

2.5.1 Microscopia eletronica de varrimento (SEM)

A anélise morfolégica das EM foi realizada através do microscopio eletronico
de varrimento, o SEM Hitachi TM4000PIlus a uma tensao de aceleracao de 15 kV. O
SEM tem a capacidade de obter imagens da superficie dos objetos com elevada
resolucdo. Esta técnica utiliza um feixe de eletrdes de alta energia, focado e
monocromatico, que é acelerado através de um campo elétrico positivo antes de
incidir na amostra a analisar. Os eletrdes ao interagir com a amostra poderao resultar
em eletrbes secundarios, retrodifundidos ou eletrdes de Auger, assim como em raios-
X caracteristicos e fotdes. Nesta técnica os sinais de maior interesse para a formacao
da imagem séo os eletr6es secundérios e os retrodifundidos. Conforme o feixe de
eletrbes primario vai varrendo a amostra estes sinais vao sofrendo modificacdes de
acordo com as variacdes da superficie. Os eletrbes secundarios fornecem a imagem
da superficie da amostra e sdo os responsaveis pela obtencdo das imagens de alta

resolucao [60].

2.5.2 Espectroscopio de raios-X por dispersao em energia (EDS)

O EDS, Bruker QUANTAX 400, tem como objetivo identificar a composicao
elementar da amostra a analisar. Quanto a forma de aquisicdo dos resultados, sédo
obtidos através dos raios-X emitidos a partir da amostra, durante o bombardeamento
realizado pelo feixe de eletrbes. Seguidamente através detetor de raios-X sao
medidos 0s raios-X emitidos versus sua energia, que é caracteristica do elemento

guimico do qual o raio-X foi emitido [61].

2.5.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
O FTIR foi realizado através do equipamento FTIR System PerkinElmer,
apresentado na figura 12. Esta técnica estuda as intera¢6es da radiacéo infravermelha
com uma amostra e tem como objetivo a detecéo de grupos funcionais presentes na

amostra. Como os grupos funcionais da amostra absorvem a radiacdo em frequéncias
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e intensidades especificas, é possivel a identificagcdo de componentes e estruturas
moleculares especificas [62]. Os espectros foram adquiridos através de 128
varrimentos por espetro e uma resolucdo espectral de 4.0 cm™* na gama de ndmero
de onda de 400 a 4000 cm™.

Figura 12 Realizacado da caracterizacdo das amostras de EM através do FTIR.

2.5.4 Difracdo de Raios-X (DRX)

A DRX é uma técnica ndo destrutiva, utilizada para caracterizar materiais
cristalinos. Esta técnica fornece informacfes sobre estruturas, fases, orientacdes
preferenciais de cristal (textura) e outros parametros estruturais, como tamanho médio
de gréo, cristalinidade, tensdo e defeitos de cristal. Os picos de DRX séo produzidos
por interferéncia construtiva de um feixe monocromético de raios-X espalhados em
angulos especificos de cada conjunto de planos de rede em uma amostra [61].

Os difratogramas de raios-X das amostras de EM foram obtidos a temperatura
ambiente num difractometro Rigaku Smartlab SE usando radiagdo Cu-Ka (A = 1.5405
A) a 40 kV e 30 mA. Os difratogramas foram adquiridos de 10° < 26 < 60° com uma

velocidade de varrimento de 3°/min e com um passo de 0,02°.

2.5.5 Termogravimetria (TGA)

A TGA é uma das técnicas mais utilizadas determinar a degradacao térmica
das substancias quimicas [63]. Os dados desta técnica sdo obtidos através da perda
de massa em funcdo da temperatura, permitindo estudar o comportamento da
degradacdo térmica das amostras a testar, bem como possiveis interagfes quimicas
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a temperaturas elevadas. Além disso, esta técnica permite obter informac&o sobre
analise da composicdo de materiais com varios componentes, estabilidade térmica e
estabilidade oxidativa.

Desta forma, a TGA foi uma das técnicas usadas para analisar as amostras de
EM e foi realizada em atmosfera de ar a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min,
desde a temperatura de 5°C até 500 °C e os resultados foram adquiridos através do
equipamento Netsch Jupiter TGA/DSc, Netzsch —Jupiter STA 449 F3.

2.5.6 Microtomografia de raios-X (Micro-CT)

A Micro-CT consiste na aquisicdo de projecdes de raios-X em diferentes
angulos da amostra a analisar. O tratamento matematico dessas projecdes permite
obter uma imagem tridimensional da amostra e também determinar a microestrutura
e a morfologia da amostra [64]. O equipamento utilizado para a aquisicdo desses

resultados foi SkyScan1275 da marca Bruker.

2.6. Ensaios Mecanicos

Os ensaios mecanicos permitem obter o comportamento dos materiais quando
sujeitos a esforgos, que podem ser de tracdo, compressao, flexao, tor¢cao ou corte. Na
investigagdo, 0s ensaios mecanicos constituem um meio relativamente simples de
obter propriedades mecanicas importantes para comparacao ou selecdo de materiais
[64].

Neste trabalho foram realizados ensaios compresséao estaticos e dinamicos no
equipamento Shimadzu MMT-101N, ilustrado na figura 13, e os dados foram
adquiridos através do software Servo 4830.

Os ensaios de compresséo foram realizados através da aplicagdo de forcas
compressivas na amostra, obtendo-se assim curvas de deformacdo versus carga
aplicada. Os ensaios de compressao foram realizados para trés amostras de cada
composi¢cdo com uma velocidade de 0,5mm/min e forca de 100 N.

Relativamente aos ensaios dinadmicos, estes consistiram na aplicacdo de em
aplicar uma forga perpendicular ao eixo do corpo, durante 10000 ciclos de deformacgao
e relaxamento. Para estes ensaios foi utilizada uma frequéncia de 0.5 Hz e uma forca

de 100 N para uma percentagem de deformacéo de 10%.
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Figura 13 Equipamento Shimadzu MMT-101N com a amostra de EM em posicao para realizar o teste
mecanico.
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CAPITULO Il

3. Caracterizacéo e purificacao da matriz da EM

3.1. Purificacdo da matriz da EM

As amostras de EM foram primeiramente submetidas a uma analise de SEM,
de modo a analisar a sua estrutura e grau de pureza. Na figura 14 esta apresentada
a imagem da amostra de EM sem lavagem, bem como o SEM das amostras
purificadas com H20 e HCI.

Figura 14 Imagens de SEM a diferentes ampliacdes da amostra de EM sem lavagem a) e b),
EM_H20 c) e d) e da EM_HCl e) e f).
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A figura 14, a) e b), mostra que a EM sem lavagem apresenta quantidades
relevantes de impurezas. As imagens de SEM obtidas para as amostras purificadas
EM_H20 e EM_HCI permitiu verificar uma reducado significativa de contaminantes
presentes na estrutura da espongina (figura 14). No caso das amostras lavadas com
agua destilada séo visiveis algumas espiculas (indicado pelas setas). Nas amostras
lavadas com HCI observou-se uma aparente eliminacédo de todos os contaminantes.
De modo a identificar os elementos presentes nas amostras foi realizado um estudo
de EDS, e os resultados obtidos através desta técnica estdo apresentados na tabela
5.

Tabela 5 Massa normalizada dos elementos das amostras de EM, sem lavagem e lavadas com agua
destilada e HCI.

Massa Normalizada dos Elementos [%]

Elementos C N O Ca Si outros
EM 46.16 10.68 33.26 491 0.92 4.07
EM_H-O 48.79 13.52 34.75 1.04 0.21 1.69
EM_HCI 50.76 13.21 34.16 0.04 0.06 1.77

Através dos resultados por EDS foi possivel confirmar que a matriz da EM
estudada é composta principalmente de carbono, azoto e oxigénio. Além destes
componentes, na matriz da EM, verificou-se a presencga de alguns contaminantes na
sua estrutura, maioritariamente calcio e silicio. Apés a purificacdo com agua destilada
verificou-se uma reducéo significativa da presenca de impurezas relativamente a
amostra ndo lavada. Podendo, no entanto, observar-se ainda a presenca de espiculas
de SiO2 (figura 15). No caso das amostras EM_HCI verificou-se que as espiculas de

SiO2 foram completamente removidas (figura 16).
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Figura 15 Micrografias de mapeamento do EDS com ampliacdo x2k da amostra EM_H20.

Figura 16 Micrografias de mapeamento do EDS com ampliagcdo x2k da amostra EM_HCI.

De modo a analisar o grau de pureza das esponjas foram realizados analises
de TGA as diferentes amostras preparadas e o0s seus resultados estdo apresentados
na figura 17. A andlise termogravimétrica, permitiu avaliar a degradacdo das amostras

e determinar o residuo inorganico final da mesma.
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Figura 17 Gréfico de TGA das amostras EM, EM_H20 e EM_HCI.

De um modo geral verificou-se que a degradacdo térmica das diferentes
amostras de EM ocorrem em trés estagios. E notério que as curvas sdo bastante
semelhantes entre todas as amostras, destacando-se ligeiramente a amostra néo
lavada. A primeira perda de massa ocorre no intervalo entre os 35-231 °C e € atribuida
essencialmente a evaporacao das moléculas de agua, com perdas na ordem de 10%
[65]. Em relacdo ao segundo estagio, este corresponde ao intervalo entre 231-430°C
e apresenta uma perda de massa consideravel, de cerca de 41%, correspondente a
destruicdo da estrutura proteica do esqueleto da esponja [47]. Quanto ao terceiro
estagio, este ocorre para o intervalo de temperaturas 420-468°C, e apresenta uma
perda de massa de 38% que esté relacionada com a degradacédo da matéria organica
da esponja [65]. As amostras apresentaram percentagens de residuos inorganicos
diferentes, o que é indicativo dos diferentes graus de pureza. No caso da amostra da
EM, o valor obtido foi 13.29%, a amostra EM_H20 apresentou o valor de 6.61% e a
amostra EM_HCI de 3.15%. Sendo que a amostra EM_HCI apresenta menor indice
de residuos inorganicos significa assim que este tratamento € mais eficiente na
purificacdo da EM.

A andlise por FTIR das amostras foi realizada de modo a verificar se os
tratamentos de purificacéo aplicados tiveram algum efeito na degradacao da estrutura
organica da matriz de espongina (figura 18).
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Figura 18 Grafico de FTIR das amostras de EM, EM_H>0 e EM_HCI.

Ao observar a figura 18, verifica-se que o espetro da amostra de EM sem
lavagem e o das amostras de EM lavadas sao idénticos. Assim sendo, a lavagem com
HCI, que mostrou ser a mais eficiente na eliminacdo dos residuos inorganicos,
aparentemente ndo promoveu uma degradacdo da estrutura organica da EM. Os 3
espetros apresentam bandas com valores entre 2938 e 2940 cm™ que correspondem
a vibracdes simétricas e assimétricas de CH; e CH,. Além dessas bandas, 0s espetros
destas amostras apresentam, bandas a 1635 cm™ que resultam das vibragées de
alongamento de C-O. As vibragdes de alongamento de C-O a 1230 cm™* e a 1079 cm-
! podem ser atribuidas aos grupos funcionais, C-O-C e C-OH respetivamente [66]. As
bandas a 3300 e 1540 cm,indicam a presenca de ligacdes N-H, e a banda a 1238
cm™'indica a presenca de ligacGes C-N, que estdo relacionados com a estrutura dos
aminoacidos que constituem a espongina, presente no esqueleto das esponjas [65].

As amostras de EM purificadas, foram também submetidas a testes mecénicos
em condicOes estaticas. Atraves destes testes foi possivel obter os valores de médulo
de Young. Este modulo é um parametro mecanico que proporciona uma medida da
rigidez de um material solido. E considerada uma propriedade intrinseca dos
materiais, que depende da composi¢cao quimica e microestrutura, e pode ser obtida
através da razdo entre a tensdo exercida e a deformacdo sofrida pelo material.

Dependendo do valor do moédulo de Young os materiais podem ser classificados como
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rigidos ou flexiveis. Estes dois tipos de classificacédo flexibilidade traduzem de uma
forma qualitativa o comportamento elastico dos materiais. Na figura seguinte estdo
apresentados os valores de médulo de Young obtidos para as diferentes amostras de
EM.
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Figura 19 Grafico do modulo de Young das amostras de EM.

Todas estas amostras apresentavam porosidade diferente e por esse motivo,
os resultados dos testes mecanicos podem apresentar variabilidade entre as amostras

com 0 mesmo tratamento.
A figura 19, mostra que os valores do modulo de Young sdo semelhantes entre

todas as amostras. A EM apresenta um valor de 0.158 MPa, a EM_H20 de 0.158 MPa

eaEM_HCIlde 0.177 MPa. Estes resultados sdo uma boa indicacéo de que a estrutura
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Figura 20 Grafico da tensdo-deformacao das varias amostras de EM.
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da EM com tratamento em meio acido ndo foi danificada. Na figura 20 podem
observar-se as curvas de tensdo-deformacéo para as EM com e sem lavagem.

Os resultados representados neste grafico mostram que quando a carga €
aplicada, a deformacdo elastica permanece constante durante o periodo em que a
carga é mantida constante. Apés a remocéo da carga, a deformacao é totalmente
recuperada, ou seja, a deformacao imediatamente retorna ao valor zero. Ou seja, as
amostras sem lavagem e as amostras lavadas apresentam um comportamento
elastico. Em relagdo a amostra EM, esta apresenta um comportamento elastico desde
o valor 0 ao 0.76 e apresenta um comportamento plastico do valor 0.76 até o final da
curva. Relativamente a amostra EM_H20, do valor de deformacdo 0 ao 0.86 tem
comportamento elastico e de 0.86 ao final da curva tem comportamento pléstico. O
comportamento elastico na amostra EM_HCI corresponde aos valores de deformacao
de 0 a 0.76 e o comportamento plastico de 0.76 a 0.81.

Os resultados obtidos quer pela caracterizacdo quimica, térmica ou mecanica,
indicam que as amostras EM_HCI apresentavam um maior grau de pureza e sem
sinais evidentes de degradagdo quando comparadas com as amostras EM_H20.
Nesse sentido este foi 0 protocolo experimental implementado durante os proximos

estudos.

3.2. Tratamento térmico

As amostras foram tratadas termicamente (EM_TT) com o objetivo de avaliar a
alteracdo das suas propriedades fisico/quimicas quando expostas a uma temperatura
elevada (180°C), mas para a qual, ainda n&o ocorreu degradacao como indicado no
estudo termogravimétrico. Para analisar o efeito da temperatura na estrutura das
(EM_TT) foi realizado um estudo comparativo por micro-CT, em que foi possivel
comparar os diametros das fibras das EM_TT com as amostras ndo tratadas

(EM_HCI). Os resultados obtidos estdo apresentados no grafico da figura 21.
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Figura 21 Gréfico do didmetro das fibrilas das amostras EM_HCl e EM_TT.

Os resultados obtidos da figura 21 indicam um espessamento das fibrilas da
EM apoés tratamento térmico, passando de um intervalo médio de diametro de 18-42
UM nas amostras nao tratadas para um diametro médio de 42-66 um. Estes resultados
sugerem que este espessamento da estrutura das EM resulta de uma nova
conformacdo das proteinas quando sujeitas a temperaturas elevadas (figura 21).
Estes resultados eram de alguma forma esperados dado que com o aumento da
temperatura verificou-se visualmente um decrescimento da porosidade da EM, ou
seja, ocorreu densificacdo da amostra. Esta informacéo pode ser observada na figura
22, em gque had uma mudanca da tonalidade entre a amostra EM_HCl e a EM_TT,

passando de amarelo para amarelo torrado.

45



Figura 22 Imagens obtidas por micro-CT das amostras a) EM_HCI; b) EM_TT.

Através da analise de SEM (figura 23) € também possivel confirmar que a
EM_TT (a e b) apresenta os diametros das fibrilas com dimensdes superiores aos das

fibrilas das EM néao tratadas termicamente (c e d).

Figura 23 Imagens SEM das amostras: a) e b) EM_HCI; c) e d) EM_TT.

Além do aumento do diametro das fibrilas das EM apdés o tratamento térmico
verificou-se também que a morfologia superficial das fibrilas foi alterada, apresentando
uma menor rugosidade. A analise quimica das amostras foi obtida através de analises
de FTIR, que se encontra representada na figura 24. Os resultados obtidos mostram
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que a EM_TT apresenta um perfil do espetro semelhante ao obtido da amostra nao
tratada. Apresentando bandas a 1540 cm?, que exibem a presenca de ligacées N-H,
e a 1635 cm que resultam das vibracGes de alongamento de C-O. As vibragdes de
alongamento de C-O sdo representadas no banda 1230 cm™ (C-O-C) e em 1079 cm-
1 (C-OH) [66]. As bandas a 3300 e 1540 cm, indicam a presenca de ligagdes N-H, e
a banda a 1238 cm™'indica a presenca de ligacdes C-N. [65]. Desta forma pode-se

concluir que o tratamento térmico ndo induziu danos significativos na estrutura
quimica da amostra.

EM_HCL

EM_TT

Transmitancia (%)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda (cm1)

Figura 24 Grafico do FTIR das amostras de EM_HCle EM_TT.

A avaliacdo da estabilidade dimensional das amostras de EM_TT foi realizada
através de testes mecanicos de compressao, sendo que os valores do médulo de
Young estéo apresentados na figura 25.
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Figura 25 Grafico do médulo de Young das amostras de EM_HCl e EM_TT.

Observando a figura 25, é notdrio que as amostras tratadas termicamente
apresentam um maédulo muito semelhante a amostra EM_HCI. Pois apesar de ambas
as amostras apresentarem comportamentos diferentes, os resultados sdo uma média
de véarias amostras e a amostra testada pode ser mais ou menos porosa. Ainda assim,
as EM_TT possuem um valor ligeiramente mais elevado, cerca de 0.4 MPa. Pois com
aumento da temperatura as fibrilas das EM aumentam de diametro tornando as
amostras mais densas e por esse motivo sdo mais rigidas, ou seja, sdo mais
resistentes a deformacao em relacao as restantes amostras.

Os graficos de tensdo em funcdo da deformacdo que esta apresentado na
figura 26, demonstram efetivamente que a EM_TT apresenta um comportamento mais
plastico (deformacéo entre 0 e 0.67), ou seja, tem um menor comportamento elastico
comparativamente as amostras de EM sem tratamento. Enquanto que amostra
EM_TT colapsou a uma deformacéo de 0.67 a amostra EM_HCI continua a aumentar,
ou seja, ainda esta na parte elastica. Por esse motivo pode-se afirmar o colapso total

da amostra ocorre para deformag¢des menores.
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Figura 26 Gréfico da tensdo-deformacao da EM_HCl e da EM_TT.

3.3. Conclusao

Este capitulo permitiu concluir que o método mais eficaz para purificar as
amostras de matriz da EM foi através do uso de uma solucdo de HCI 0.5 M
comparativamente ao tratamento por agitacdo em agua destilada. A diminuicdo da
presenca de contamina¢des na matriz de EM foi claramente observada por anélise de
SEM e EDS, quando comparativamente com as outras amostras. Além disso, estudos
de TGA vieram corroborar estes resultados, pois a amostra purificada com HCI
mostrou ter menor indice de residuos inorganicos (3.15%) comparativamente a
amostra purificada com agua destilada (6.61%). Os estudos mecanicos revelaram que
as amostras EM_HCI preservaram a sua integridade estrutural mesmo apds o

tratamento acido. O tratamento térmico de 180 °C/12h aplicado a matriz da EM,

permitiu relevar que estas sofrem modificagdes estruturais irreversiveis.
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CAPITULO IV

4. Crescimento controlado de fosfatos de calcio na matriz da EM

atraveés de incubacdo em SBF e 10xSBF

De modo a induzir a formacgéao de tecido 6sseo de um material é frequentemente
promover a formacado de fosfatos de calcio na sua superficie através da imersdo em
SBF. Fluido este, que apresenta concentracdes de ides semelhantes as do plasma
sanguineo humano (tabela 6) [58]. Através desta abordagem foram explorados
diversos parametros experimentais, tais como tempo de incubacdo, temperatura

(37°C) e agitacdo para um recobrimento efetivo da superficie das EM agitacao

Tabela 6 Concentragdes idnicas do plasma humano e do SBF [62].

Na* K* Mg?* Ca* ClI- HCO* HPOs*~ S04+
Plasma 142,0 50 15 2,5 103,0 27,0 1,0 0,5
SBF 142,0 50 15 2,5 125,0 27,0 1,0 0,5

As solucdes tradicionais de SBF exigem tempos de incubacao prolongados,
normalmente periodos superiores a 7 dias, para produzir um revestimento uniforme
de fosfatos de calcio. Assim sendo, a solu¢cdo encontrada para reduzir o tempo
necessario para a formacao do revestimento consistiu no aumento significativo das
concentracdes idnicas. Neste caso, foi explorado comparativamente uma solucéo que
continha concentracdes idnicas 10 vezes superiores as das solucdes tradicionais de
SBF (10xSBF) [59].
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4.1. Crescimento de fosfatos de calcio por incubacdo em estufa

A modificagao superficial das amostras da matriz da EM foram promovidas por
incubacdo em solucdo de SBF ou 10xSBF. As amostras foram colocadas num
recipiente de plastico fechado contendo a solucéo de SBF, que posteriormente foram
colocados em estufa a 37°C. Nesta abordagem foi estudado o efeito do tempo de

incubacgéo tendo em conta as diferentes solugbes de SBF usadas.

4.1.1. Incubacdo em SBF
As amostras de EM preparadas durante 7, 14 e 30 dias de incubacdo em SBF
foram analisadas por SEM. Os resultados obtidos permitiram verificar uma evolugao

temporal do crescimento de fosfatos de calcio a superficie das amostras (figura 27).

Figura 27 Imagens SEM das amostras de EM incubadas em SBF durante: a) e b) 7 dias; c) e d) 14
dias e e) e f) 30 dias.
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As imagens de SEM que correspondem a incubacdo das amostras com a
duracédo de 7 dias ndo apresentaram vestigios da formacéao de fosfatos de calcio. Em
relagdo as amostras que estiveram incubadas na estufa durante 14 dias ocorreu,
embora em pequenas propor¢des, algum crescimento de fosfatos de calcio. A
observacdo da superficie da matriz da EM para incubacao de 30 dias mostrou que
apesar de existirem zonas das amostras que apresentavam fosfatos de calcio, esse
processo de crescimento ndo foi homogéneo. A andlise de EDS as amostras
preparadas para os diferentes tempos permitiram identificar os diferentes elementos

quimicos, que estdo apresentados na seguinte tabela 7.

Tabela 7 Massa normalizada dos elementos presentes das amostras incubadas em SBF durante 7,
14 e 30 dias.

Massa Normalizada dos Elementos (%)

Tempo de Incubacéo C N 0] Ca P outros
7 dias 51,18 11,78 36.07 0,33 0.00 0,64
14 dias 49,38 13,14 34.38 1,21 0.09 1,80
30 dias 47,13 12,84 34.27 1,31 0.16 1,77

Analisando os resultados obtidos por EDS, € notério que a deposicao de fésforo
foi nula ao fim de 7 dias e no periodo de 14 e 30 dias ocorreu alguma deposicéo de
fésforo ainda que muito reduzida. No caso das amostras tratadas termicamente,
incubadas com os mesmos periodos, verificou-se também apenas uma ligeira
deposicao de fosfatos de calcio no periodo maximo de 30 dias (figura 28). Através da
analise por EDS destas amostras nao foi possivel detetar a presenca de fésforo e a

guantidade de célcio foi muito reduzida.
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Figura 28 Imagens SEM das amostras tratadas termicamente incubadas em SBF durante 30 dias: a)
ampliacéo 400; b) amplia¢éo 2k.

4.1.2 Incubacgéo em 10xSBF
As amostras de EM incubadas em 10xSBF foram investigadas quanto &
evolucdo temporal (24h, 48h e 5 dias) do crescimento da camada apatitica (Figura
29).

Figura 29 Imagens SEM das amostras EM_HCI imersas em 10xSBF durante: a) e b) 24 horas; c) e d)
48 horas e €) e f) 5 dias.
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Através da analise das imagens SEM dos varios periodos de incubacéo
verificou-se alguma formacéo de fosfatos na parte exterior da EM, no entanto essa
formacgéo néo foi igualmente observada no interior das amostras. No periodo de 24
horas, a amostra apresenta recobrimento de fosfatos de célcio em praticamente toda
a sua estrutura superficial, apesar de ndo ser completamente homogéneo. Em relacéo
a amostra que esteve incubada durante 48 horas é possivel observar pelas figuras
que o recobrimento das fibras da EM é muito idéntico & amostra que esteve incubada
24 horas. Relativamente ao periodo de 5 dias, ocorreu um pequeno decréscimo da
guantidade de fosfatos de calcio. Na figura 30 apresenta-se as curvas das variacdes
da percentagem atémica do calcio e do foésforo, obtida através da analise por EDS,

bem como o pH das solu¢bes apés a incubacao para cada periodo estudado.
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Figura 30 Evolucao das percentagens atomicas de célcio e fésforo das amostras incubadas em
10xSBF e os valores de pH da solugao ap6s cada incubagéo.

Analisando os resultados do grafico, verificou-se que o pH das solu¢des de
10xSBF ficou mais acido ao longo do tempo de incubac&o. A analise por EDS
corrobora os resultados das imagens de SEM, mostrando que as amostras imersas
durante 24 e 48 horas foram as que apresentaram maior deposigéo de calcio e fosforo.
A relacdo Ca/P média de 2.26 para os periodos de 24, 48 e 120 horas, que pode ser
atribuida a fase de fosfato de célcio amorfo (ACP) [67].

As amostras modificadas foram analisadas por FTIR e os resultados obtidos
estédo representados no grafico da figura 31. Através da analise por FTIR podem ser

identificadas frequéncias aos modos vibracionais que representam o grupo P03~ ,
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nomeadamente em 550-600, 960,1020 cm™ [68]. A presenca de agua absorvida
também pode ser detetada na regido de 3300-3500 cm™. Em todas as amostras é
visivel a presenca de CO3~ no pico 1415 cm. Estes resultados devem-se a presenca
do ido HCOs?%, o qual esta presente no SBF e co precipita com os fosfatos de célcio

[69]. Em relac&o aos picos entre 2500 e 2000 cm correspondem ao CO2 atmosférico
[69].
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Figura 31 Gréfico do FTIR das amostras incubadas em 10xSBF durante 24 horas (EM_24), 48 horas
(EM_48) e 5 dias (EM_120).

Os resultados obtidos demonstraram que a utilizacdo da solucdo de 10xSBF
comparativamente a solucao de SBF, permitiu obter um recobrimento de fosfatos de
calcio mais efetivo e num menor periodo de tempo. Nesse sentido os testes seguintes

para a modificagcdo superficial das EM, foram conduzidos utilizando a solucdo de
10xSBF.

4.2. Crescimento de fosfatos de calcio com agitagcdo mecanica

De forma a promover o revestimento homogéneo no interior das amostras de EM,
estas foram imersas em solucdo 10xSBF sob condi¢cdes dinamicas. Ou seja, as
amostras foram colocadas em 20 mL da solugéo e ficaram em agitacdo durante os
mesmos periodos referidos anteriormente [70].
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4.2.1 Incubacgéo em 10xSBF
A analise morfoldgica das amostras de EM que foram colocadas em agitacdo a

temperatura ambiente esta representada na figura 32.

Figura 32 Imagens SEM das EM_HCI imersas em 10xSBF durante: a) e b) 24 horas; c) e d) 48 horas
e e) e f) 5 dias.

A analise por SEM mostrou que ao fim de 24 horas, a deposi¢éo de fosfatos de
calcio foi mais abundante que em relacdo aos restantes periodos de incubacéo.
Observando a figura com maior ampliacdo (x400), verificou-se que os fosfatos de
calcio estdo uniformemente distribuidos por toda a amostra incluindo no seu interior.
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No entanto, foi também verificado que o recobrimento de fosfatos de calcio nas fibras
da EM nao foi homogéneo. Estes resultados podem ser complementados com a
andlise figura 33.b obtida através do micro-CT. Através das imagens 3D obtidas, é
possivel comparar a amostra de EM (figura 33 a) com a amostra modificada em
solucdo 10xSBF (figura 33 b). Os resultados obtidos permitem observar que apos a
incubacdo da EM durante 24h em agitacdo, houve uma deposicdo homogénea de

fosfatos de calcio em praticamente toda a superficie da amostra.

b)

Densidade

Figura 33 Imagens obtidas por micro-CT das amostras: a) EM_HCI e b) em agitacdo durante 24
horas em 10xSBF.

Em relacdo a amostra que esteve imersa durante 48 horas verifica-se que parte
dos fosfatos de célcio formados anteriormente na amostra foram removidos. Estes
resultados sugerem que podera ser uma consequéncia da amostra estar em agitacao
continua, o que pode permitir um destacamento da camada de fosfatos de calcio
previamente formados na superficie da EM. Este efeito ainda foi mais evidente no
caso da amostra de EM incubada durante 5 dias, onde se verificou que a amostra néo
continha qualquer evidencia de fosfatos de célcio na sua superficie. A analise de EDS,
permitiu investigar a variacdo da percentagem atdmica do célcio e do fosforo nas
amostras em funcéo do tempo de incubacéo (figura 34). Neste grafico encontram-se

também registados os valores de pH das solu¢des ao longo dos periodos definidos.
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Figura 34 Evolucao das percentagens atomicas de calcio e fdsforo das amostras e os valores de Ph
da solucéo apés cada incubacao.

Através dos resultados obtidos, verifica-se que ao fim de 24 horas o pH da
solucdo aumentou e nesse periodo foi quando ocorreu maior deposicdo nas amostras
de célcio e fésforo, com a relacdo média de Ca/P de cerca de 2.27. Esta razéo
corresponde a fase de ACP [67]. Depois das 24 horas de incubacao o pH da solugéo
foi acidificando e a quantidade de célcio e fésforo foi diminuindo ao longo do tempo.

As amostras de EM modificadas para cada periodo de incubacdo foram
caraterizadas por FTIR, figura 35.
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Figura 35 Gréfico do FTIR das amostras incubadas em 10xSBF durante 24 horas (EM_24), 48 horas
(EM_48) e 5 dias (EM_120).
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Ao analisar o gréfico da figura 35, verifica-se que os resultados desta técnica
se complementam aos obtidos pelo SEM/EDS. Dado que as amostras imersas em
solugcédo durante 24 e 48 horas eram as que apresentavam maior recobrimento de
fosfatos de calcio, era previsivel que isso fosse visivel no grafico do FTIR. Essas
evidéncias podem ser identificadas claramente para as amostra de EM imersa durante
24 e 48 horas através da presenca dos modos vibracionais caracteristicos do grupo
PO3"em  — TCP nomeadamente a 550-600, 990 (em relacdo a amostra de 24
horas),1020 a 1100 cm™ [68][71].

As varias amostras preparadas foram caracterizadas por DRX. Os resultados
evidenciaram que apenas a amostra que apresentava maior quantidade de fosfatos
de calcio, EM_24, foi possivel identificar a fase cristalina presente. Estes resultados
estdo representados na figura 36. A andlise dos resultados obtidos por DRX foi
possivel verificar que a amostra EM_24 apresenta um baixo grau de cristalinidade. No
entanto, pode-se observar a existéncia de picos bem definidos que se identificam com
os de B-TCP através da presenca dos picos a 26.56°, 32.70° e 47.50° [72].

Intensidade (u.a)

25 30 35 40 45 50 55
20

Figura 36 Grafico do DRX das amostras incubadas e agitadas em 10xSBF durante 24 horas.

A eficiéncia da adeséo do recobrimento dos fosfatos de célcio & superficie da
EM foi investigada através de testes dinamicos de compresséo. Nesse sentido, foram
realizados testes dinamicos em meio aquoso para verificar se os fosfatos de calcio se
mantinham na superficie da amostra EM_24 ou se com o numero de ciclos de

compressodes poderia ocorrer uma lixiviagdo destes (Figura 37).
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Figura 37 Grafico do teste dindmico da amostra incubada e agitada em 10xSBF durante 24 horas.

Observando o gréafico obtido pelo teste dinamico, verificou-se que ap0s um
ajustamento inicial da amostra até aos 2000 ciclos, a curva obtida do stress maximo
em funcédo do nimero de ciclos apresentou valores constantes na ordem 1,0x10**
MPa. Estes resultados revelaram que a amostra manteve a sua integridade estrutural
ao longo dos 10000 ciclos de compressao, tal como verificado para as EM nao
modificadas. ApOs a realizacdo deste teste, a amostra foi colocada na estufa para

secar e posteriormente analisada por SEM.

Figura 38 Imagens de SEM com ampliacdo de 400 da amostra imersa em 10xsbf durante 24 horas:
a) antes do teste dindmico; b) depois do teste dinamico.

Comparando a amostra, antes e apds ser sujeita ao teste dinamico de
compressédo, é notério que ocorreu uma ligeira diminuicdo de fosfatos de calcio.
Assim, é possivel afirmar que grande parte do recobrimento com os fosfatos de calcio
persiste aos diversos ciclos compressdes em meio aquoso. Nesse sentido, € também
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possivel concluir da viabilidade de usar estes materiais em estudos de

biocompatibilidade dinamicos

4.3. Crescimento de fosfatos de célcio com agitacdo mecéanica e

temperatura controlada

Neste estudo as amostras da matriz da EM foram incubadas em agitacdo e a
temperatura controlada de 37°C (simulacao da temperatura do corpo humano durante

0s mesmos periodos definidos anteriormente.

4.3.1 Incubacdo em 10xSBF
Na figura 39 estdo representadas varias imagens das amostras que estiveram

em banho de maria na solucdo 10xSBF para os periodos de 24, 48 e 120 horas.

Figura 39 Imagens SEM das amostras EM_HCL imersas em 10xSBF durante: a) e b) 24 horas; c) e
d) 48 horas e e) e f) 5 dias.
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Através das imagens obtidas por SEM foi possivel verificar que a deposicao de
fosfatos de calcio na superficie das amostras que estiveram imersas durante 24 e 48
horas foi semelhante. Observou-se ainda que as fibras que se encontram mais no
interior das amostras apresentavam mais fosfatos de célcio. No entanto, essa
quantidade foi inferior a formada nas amostras que estiveram em agitacdo em
temperatura ambiente. A amostra que esteve durante 120 horas em banho maria,
apresentou um resultado idéntico a amostra que esteve em agitagdo durante 0 mesmo
tempo a temperatura ambiente, ou seja, os fosfatos de célcio que se tinham
depositado anteriormente foram destacados da superficie da EM. Isto aconteceu
provavelmente pela solucdo estar em agitacdo, o que pode permitir uma dissolucao
quando o periodo de agitacdo € muito grande.

Apés a andlise morfolégica, as amostras foram analisadas através do EDS, que
permitiu quantificar a deposicdo de calcio e fosforo. Estes resultados estédo
representados na figura 40.
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Figura 40 Evolucao das percentagens atomicas de calcio e fdsforo das amostras e os valores de pH
da solucéo apés cada incubacao.

Com os resultados obtidos por EDS pode-se observar que ao fim de 24 horas
de incubacgdo ocorreu o pico de deposicdo de fosfatos de célcio na superficie da
amostra, com o quociente de Ca/P de 2.19, correspondendo a fase ACP [67]. Este
aumento da deposicao de célcio e fésforo coincidiu com o aumento do pH da solucéo.

Depois do periodo de 24 horas, o valor do pH foi diminuindo e a quantidade de calcio
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e fésforo na amostra também, chegando quase a ser inexistente a presenca de fésforo
na amostra ao fim de 5 dias.

As amostras que estiveram incubadas 24 e 48 horas formam também
analisadas por FTIR, figura 41. Os resultados obtidos permitiu verificar o aparecimento
de novas bandas do espetro das amostras imersas. Através dessas bandas podem
ser identificadas frequéncias através dos modos vibracionais caracteristicos do grupo

P03~ em B-TCP, nomeadamente em 550-600 e 1020 a 1100 cm1[71][71].
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Figura 41 Gréfico do FTIR das amostras incubadas em 10xSBF durante 24 horas (EM_24) e 48
horas (EM_48).

4.4. Conclusao

Este capitulo permitiu verificar que o crescimento de fosfatos de célcio por
solucdo SBF na superficie das amostras de EM, através da incubacdo em estufa a
37°C é uma abordagem viavel. No entanto, a incubac¢do da EM em solucdo 10xSBF
permitiu que ocorresse a formacdo e deposi¢cédo, de quantidades ligeiramente mais
elevadas e de modo mais uniforme de fosfatos de célcio na superficie das amostras.

Sabendo que o uso da solugdo 10xSBF se revelou uma solucdo mais eficaz,
foram testadas diferentes abordagens de incubacdo para as amostras, tais como a
incubacdo das amostras na estufa a 37°C, em agitacdo a temperatura ambiente e em

agitacdo a 37°C. As amostras incubadas na estufa, apresentavam uma quantidade de
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calcio e fésforo muito idéntica nos 3 intervalos de tempo analisados. Em relacéo as
amostras que estiveram em agitacdo, verificou-se que no periodo de 24 horas foi
quando ocorreu maior deposicao de fosfatos de célcio nas amostras, em comparacao
com os valores dos restantes periodos de analise e também comparativamente aos
resultados obtidos em estufa. No entanto, ao fim de 5 dias a quantidade de calcio e
fésforo diminuiu significativamente. Relativamente as amostras que estiveram em
agitacdo a 37°C apresentaram resultados semelhantes as amostras que estiveram a
agitar a temperatura ambiente, 0 que mostra que a temperatura de 37°C nao teve
influéncia significativa nos resultados obtidos.

Assim sendo, pode-se concluir pelos resultados obtidos que o método da
agitacdo a temperatura ambiente por um periodo de 24 horas apresentou melhores
resultados em termos de recobrimento uniforme da superficie das EM com fosfatos
de célcio. Neste contexto, este foi o protocolo experimental adotado nos estudos

seguintes.
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CAPITULO V

5. Crescimento de fosfatos de calcio com modificacédo superficial da

matriz da EM

Neste capitulo a superficie da matriz da EM foi previamente modificada através
do uso de diferentes agentes de nucleacdo, incluindo polieletrélitos, polimeros
naturais e corantes. A utilizacdo de polieletrdlitos, anidnicos e cationicos, para a
formacao de multicamadas sequenciais em substratos sélidos constitui uma forma
original e simples de preparacdo de superficies finas funcionalizadas [73]. Essas
multicamadas tém potencial para serem usadas como reservatorio de i6es. Ou seja,
os ides de célcio e fosforo podem ser aprisionados dentro dos filmes formados e
induzir a precipitacao de fosfato de calcio sobre as multicamadas [74].

Os polimeros naturais apresentam caracteristicas como biocompatibilidade,
comportamento bioativo e versatilidade quimica. Sendo essas as suas caracteristicas,
estes foram utilizados no revestimento da matriz da EM para incrementar a adeséo
dos fosfatos de calcio e promovem crescimento de fosfatos de célcio.

Na modificacéo superficial da matriz da EM foram também utilizados corantes
como agentes de nucleacdo. Sendo que as EM conseguem acumular elevadas
guantidades de corantes e outros poluentes [75], estes foram testados quanto a sua

capacidade de inducado do crescimento de fosfatos de calcio nas EM.

5.1. EM modificadas com Polieletrolitos

Os polieletrélitos utilizados para recobrir as amostras de EM com multicamadas
foram o PEIl e o PSS. O processo de deposicdo das multicamadas é atribuido as
interacdes eletrostaticas entre os polieletrolitos de cargas opostas [74]. A amostra de
EM foi primeiramente recoberta com o polieletrolito positivo PEI que tem carga
positiva. Posteriormente foi recoberta com PSS, que apresenta carga negativa. Sendo
esta camada, a Ultima depositada na amostra, permite que haja atracdo para catides
como € o caso do Ca?* facilitando a nucleacdo e crescimento dos fosfatos de célcio.
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Na figura seguinte estao apresentadas as imagens adquiridas pelo SEM das amostras
incubadas 24 e 48 horas e 5 dias em 10xSBF.

Figura 42 Imagens SEM das amostras revestidas por PEI+PSS imersas em 10xSBF durante: a) 24
horas; b) 48 horas e c) 5 dias.

Ao observar as imagens de SEM verifica-se que ao fim de 24 horas de imersao
da amostra na solucdo, ndo ocorreu praticamente nenhuma deposi¢cdo de célcio e
fésforo na amostra. No periodo de 48 horas ocorreu alguma deposicéo de fosfatos de
calcio nas fibras da EM, no entanto a deposi¢cdo ndo foi homogénea. Em relagéo ao
periodo de 5 dias é visivel que houve um decréscimo na deposicado de fosfatos de
calcio. Analise de EDS das amostras, permitiu obter as percentagens atomicas do
calcio e fésforo que estao apresentadas no grafico da figura 43.
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Figura 43 Evolugao das percentagens atomicas de célcio e fésforo das amostras e dos valores de pH
da solucéo apés cada incubacao.

Analisando os resultados do grafico, o pH da solucdo sofreu um ligeiro aumento
ao fim de 24 horas com a amostra imersa e depois foi acidificando ao longo do tempo.
Em relacdo aos valores da razdo de Ca/P, no periodo de 24 horas foi de 2.16, no
periodo de 48 horas foi de 2.24 e ao fim de 5 dias a amostra apresentou a razdo com
o valor de 2.19. Esta razdo ocasionou o aparecimento da fase ACP [67].

5.2. EM modificada com biopolimeros

As amostras de EM foram recobertas com polimeros de origem natural, alginato
e quitosano, com o intuito de promover mais eficiente adesdo dos fosfatos de calcio
nas superficies das fibras da EM. O alginato é um polimero aniénico, que apresenta
biocompatibilidade e baixa toxicidade. Este polimero por ter carga negativa permite
que os ibes de calcio sejam atraidos, facilitando a posterior deposi¢éo de fésforo na
amostra [76]. Em relacdo ao quitosano, este € um polissacarideo linear policatidnico,
derivado da quitina. O quitosano € insoluvel em agua e soltvel em condi¢des acidas.
E reconhecido como um biomaterial versatil devido a sua n&do toxicidade,
biocompatibilidade e biodegradabilidade. A sua natureza catidénica € bastante
especial, ja que a maioria dos polissacarideos sao geralmente neutros ou carregados
negativamente em ambiente acido. Esta propriedade permite formar complexos

eletrostaticos ou estruturas multicamadas com outros polimeros sintéticos ou naturais
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carregados negativamente. Dada essa caracteristica permite que os ides de fésforo,
gue tém carga negativa, sejam atraidos [77].

Apds as amostras serem recobertas com o0s polimeros naturais, estas foram
imersas em solucdo 10xSBF e colocadas em agitacao durante 24 horas de forma a
testar a eficacia destes polimeros na deposicao de fosfatos de calcio na sua superficie.
Na figura 44 estdo apresentadas as imagens obtidas por SEM apds as amostras

serem revestidas por alginato e quitosano.
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Figura 44 Imagens SEM das amostras revestidas de: a) alginato; b) quitosano.

As imagens obtidas por SEM permitiram verificar que tanto a amostra revestida
por alginato como a amostra revestida por quitosano apresentaram o polimero
uniformemente distribuido pela matriz. No caso da amostra revestida por alginato, o
polimero parece ter uma espessura fina e opaca, reduzindo a visualizacao das fibras
da matriz da EM. Em relagdo a amostra revestida por quitosano, esta apresenta uma

espessura muito fina, podendo ser comparado a uma teia de arranha.
5.2.1 EM modificada com alginato

A analise morfolégica das amostras de EM revestidas por alginato ap6s serem

imersas em 10xSBF esta apresentada na figura 45.
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Figura 45 Imagens SEM das amostras modificada com alginato imersas em 10xSBF durante: a) e b)
24 horas; c) e d) 48 horas e e) e f) 5 dias.

Pela observacao das imagens de SEM € not6rio que ocorreu maior deposicéo
de fosfatos de calcio nos periodos de incubacgéo de 24 horas e 5 dias. Seria esperado
que tal como as amostras sem tratamento, colocadas em agitacéo, a deposicdo de
fosfatos de calcio fosse maior ao fim de 24 horas. No entanto, e complementado as
imagens SEM com as adquiridas por EDS (figura 46), os resultados mostram que as
fibras das EM, que sdo constituidas principalmente por carbono, ndo apresentam
praticamente fosforo nem célcio e estes elementos se depositaram principalmente nas
zonas da amostra que tém o polimero. Para além disso, contrariamente as amostras
depositadas diretamente na EM, os fosfatos de calcio depositados na superficie do

polimero mantém-se bastante fixos mesmo durante 5 dias em agitacéo.
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Figura 46 Mapeamento da amostra modificada com alginato obtida por EDS.

Através da andlise de EDS, obteve-se os valores da percentagem atomica dos

elementos presentes na amostra que estdo presentes na figura 47.
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Figura 47 Evolucao das percentagens atomicas de calcio e fésforo das amostras modificada com
alginato e dos valores de pH da solugcéo apos cada incubagéo.
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Através destes valores é possivel calcular o racio dos fosfatos de calcio, que
foi de 2.19 para o periodo de incubacédo de 24 horas e 2.29 no periodo de incubacéo
de 48 horas. No periodo de 5 dias ocorreu um aumento significativo de célcio em
comparacao com os restantes periodos de incubacgéo, porém o fésforo ndo aumentou
na mesma propor¢cao sendo o racio neste periodo de cerca de 2.76. Estes valores da
razdo Ca/P correspondem a fase ACP [67]. Analisando a deposicdo de fosfatos de
calcio e o pH da solucdo néo é possivel justificar a relacdo entre o valor de pH e a
formacao de fosfatos de calcio. Dado que com o pH mais elevado, no periodo de 24
horas, a quantidade de calcio e fésforo € semelhante quando o pH é mais baixo, no
periodo de 5 dias. As amostras foram também analisadas por FTIR e os resultados

obtidos encontram-se na figura seguinte.
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Figura 48 Gréfico do FTIR das amostras modificada com alginato imersas em 10xSBF durante 24
horas (ALG_24), 48 horas (ALG_48) e 120 horas (ALG_120).

O polimero alginato apresenta alguns bandas caracteristicos, a 3260, 2914,
1604, 1408 e 1026 cm. A banda larga em 3260 cm™ corresponde aos grupos amina
e hidroxilo; o banda com o valor de 2914 cm é causado pelo alongamento OH; a
banda de 1632 cm™ corresponde a banda de absorcdo do carbonilo (C=0)
alongamento da amida secundaria (banda de amida I). Além disso, as bandas em
1604 e 1408 cm sdo atribuidas a picos de alongamento assimétricos e simétricos de

grupos do acido carboxilico. Comparando a amostra de EM revestida de alginato com
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a amostra sem alginato, verifica-se que apenas diferem as bandas com valor de 1026
cm® (alongamento C-O-C), atribuido a sua estrutura de sacarideo [78]. Ao comparar
0 espetro da amostra apenas revestida com alginato com as amostras que estiveram
imersas em solugdo 10xSBF durante 24, 48 e 120 horas, séo notorios a existéncia de
picos entre 556 e 580 cm™. Estas bandas podem estar atribuidos aos modos
vibracionais caracteristicos do grupo PO3~ em B-TCP [68][71].

A andlise de DRX a amostra de alginato que apresentava maior quantidade de

fosfatos de calcio estéd apresentado na figura seguinte.

Intensdade (u.a)
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Figura 49 Grafico do DRX de uma amostra modificada com alginato e com fosfatos de calcio.

A analise por DRX da amostra ndo detetou a presenca de qualquer fase
caracteristica de fosfato de calcio, o que indica que a amostra apresenta baixa

cristalinidade.

5.2.2 EM modificada com quitosano
Na figura seguinte estdo representadas as varias imagens captadas pelo SEM
das amostras modificada com quitosano, para os varios periodos em que as amostras

estiveram imersas em 10xSBF.
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Figura 50 Imagens SEM das amostras modificada com quitosano imersas em 10xSBF durante: a) e
b) 24 horas; c) e d) 48 horas e e) e f) 5 dias.

Analisando as imagens de SEM das amostras ap0s estarem imersas em
10xSBF, é possivel observar que aparentemente em todos os periodos de andlise
ocorreu deposicao de fosfatos de célcio. Além disso, verifica-se que estes depositam-
se essencialmente nas zonas onde tem polimero e que as fibras da EM apresentam
guantidade muito reduzida de fosfatos de calcio, tal como observado anteriormente
para as EM modificadas com alginato. Estes estudos foram complementados com as
imagens obtidas por EDS, figura 51, que permite visualizar mais facilmente as zonas
da amostra que apresentam mais fosfatos de calcio e observar que essas zonas ndo

correspondem as fibras da EM, que sdo essencialmente constituidas por carbono.
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Figura 51 Mapeamento da amostra modificada com quitosano, imersas durante 24 horas em
10xSBF, obtidas por EDS.

A quantificacdo de fosforo e célcio das amostras com diferentes periodos de
incubacao encontra-se descrita no grafico da figura 52, juntamente com os respetivos

valores de pH da solucéo
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Figura 52 Evolucéo das percentagens atomicas de célcio e fésforo das amostras e dos valores de pH
da solucéo apds cada incubacao.

Através da percentagem atdmica do calcio e fésforo observa-se que ao fim de
24 horas ocorreu bastante deposicédo de fosfatos de calcio, sendo que passadas 48

horas se reduziu ligeiramente a quantidade de calcio na amostra, obtendo assim um
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racio de Ca/P de 2.76 para o periodo de 24 horas e 2.19 respetivamente. No periodo
de 5 dias a razdo foi de 3.2 em que a quantidade de calcio aumentou
significativamente, no entanto o fésforo teve apenas um ligeiro aumento.

A analise de FTIR das diferentes amostras preparadas encontram-se na figura
53.
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Figura 53 Grafico do FTIR das amostras modificada com quitosano imersas em 10xSBF durante 24
horas (Qt_24), 48 horas (Qt _48) e 120 horas (Qt _120).

O quitosano apresenta bandas caracteristicos semelhantes as da EM, portanto
a EM revestida de quitosano apresenta bandas que se sobrepdem com valores de
3292, 2862, 1632, 1536, 1374, 1306,1066 e 1020 cm™’. O banda de 1632 cm™
corresponde a banda de absorcdo do carbonilo (C = O) alongamento da amida
secundaria (banda de amida 1), e em 1536 cm™ corresponde as vibragdes de flexdo
de N-H (residuos N-acetilados, banda de amida Il). As bandas em 1374 e 1306 cm™
pertencem ao alongamento N-H das ligacdes amida e éter e ao alongamento N-H
(banda da amida IIl), respetivamente. As bandas observadas em 1066 e 1020 cm™
pertencem ao grupo hidroxilo secundario (pico caracteristico de -CH-OH em alcoois
ciclicos) e o grupo hidroxilo primario (pico caracteristico de -CH2-OH em alcoois
primarios) [78].Observando os espetros das amostras que estiveram em solugéo

10XSBF verifica-se a presenca de bandas, nomeadamente em 550-600, 960,1020 cm"
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1, que podem ser identificadas como frequéncias caracteristicas dos modos
vibracionais do grupo PO3~ em B-TCP[68][71].

Através da analise por DRX das amostras, ndo foi possivel identificar a fase
dos fosfatos de calcio, pois o facto da amostra néo ser cristalina dificulta a detecéo

destes.

5.3. EM modificada com corantes

As amostras de EM foram modificadas através da adsorcdo de dois corantes,
rodamina B e azul de metileno. O MB e a RB s&o corantes que possuem ampla
aplicac@o industrial, mas causam serios problemas ambientais devido a sua alta
toxicidade e acumulacdo no meio ambiente [79]. Até agora, muitos esfor¢cos foram
feitos para remover ou separar estes corantes da agua e através das investigacoes
realizadas nessa area verificaram que as EM acumulam quantidades significativas de
poluentes e podem, portanto, contribuir para preservar a qualidade da &gua ou mesmo
descontaminar as zonas poluidas [75].

Sabendo dessa caracteristica das EM, para a adsor¢cao de corantes, espera-se
tirar partido dos grupos funcionais destes, presentes na figura 54, e investigar se de
facto promovem o crescimento de fosfatos de calcio na superficie das EM.

b)

Figura 54 Grupos Funcionais dos corantes: a) RB e b) MB.

76



6.3.1 EM modificada com RB

Na figura seguinte estao apresentadas as imagens SEM das amostras com RB
gue estiveram incubadas e em agitacdo na solucdo 10XSBF para os diferentes
tempos de incubacao (24 e 48 horas e 5 dias).

Figura 55 SEM com ampliacéo x200 das amostras com corante RB incubadas em 10Xsbf no periodo
de a)24 horas; b)48 horas e ¢)15 dias.

Analisando os resultados morfolégicos das amostras que foram revestidas com
corante RB e colocadas em solugdo 10xSBF, verifica-se que ao fim de 24 horas de
incubac&o, foram depositados bastantes fosfatos de célcio na amostra. E visivel que
os fosfatos de calcio ficaram depositados de forma homogénea tanto no interior como
na superficie da amostra, no entanto as fibras da EM néo ficaram totalmente cobertas
de fosfatos de calcio. No periodo de 48 horas e 5 dias de incubag&o a amostra apenas
apresentou vestigios de fosfatos de calcio na sua superficie.

Para complementar a analise morfolégica, foi realizado EDS que quantificou os

valores de calcio e fésforo presentes nas amostras. A percentagem atomica destes
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elementos nas amostras e o pH da solucdo apos a incubacdo destas encontram-se

mencionados nos graficos da figura 56.
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Figura 56 Evolucdo das percentagens atomicas de célcio e fésforo das amostras com RB e dos
valores de pH da solugdo apés cada incubacéo.

Através da observacado do gréfico, é possivel verificar que ndo ocorreu grande
variagdo do pH das solu¢bes nos periodos analisados. Ao fim de 24 horas de
incubacgéo, solucdo apresentou um pH neutro, 7.24, e ao logo do tempo diminuiu
ligeiramente ficando cada vez mais acida, sendo que apos 5 dias de incubacao atingiu
o valor de 5.6. Relativamente as percentagens atomicas de célcio e fésforo, estas sao
mais elevadas no periodo de 24 horas, diminuindo praticamente na sua totalidade ao
fim de 48 horas e 5 dias. O razdo Ca/P apresentou valores entre 2.38 e 3, que
correspondem a fase ACP [67].

A figura 57 revela a andlise de micro-CT da amostra com RB antes e apos 24

horas de incubacdo em 10xSBF.
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Figura 57 Imagens obtidas por micro-CT das amostras com RB: a) antes da imersdo em 10xSBF e b)
apos 24 horas em 10xSBF.
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Através das imagens obtidas por micro-CT € possivel observar que a imagem
da amostra apos a incubacdo em 10xSBF apresenta maior densidade atribuida aos

fosfatos de calcio presentes na amostra.

A presenca dos fosfatos de célcio na superficie das esponjas de mar foi
também analisada por FTIR (Figura 58).
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Figura 58 Gréfico do FTIR das amostras revestidas do corante RB imersas em 10xSBF durante 24
horas (RB_24), 48 horas (RB _48) e 120 horas (RB _120).

O corante RB apresenta bandas caracteristicos no FTIR, tais como a banda a
3400 cm* que corresponde ao alongamento de —NHs. A banda em 2926 cm indica a
banda de alongamento de —CH. A banda em 1642 cm™ que pode ser atribuido a banda
de alongamento de C=0 da amida. A banda em 1406 cm™ é atribuida ao alongamento
da vibracéo indicativa do anel benzénico. Outras bandas caracteristicas como 1077
cm?, corresponde ao alongamento —OH do anel aromatico, e 619 cm™* adequa-se 0s
alcoois primarios e acido sulfarico (-S=0) [80].

No entanto nos espetros da figura 58 apenas s&o evidentes as bandas
caracteristicas da EM. No espetro das amostras com o periodo de 24 horas é notério
a presenca da banda 560-600 cm™! que é caracteristica do grupo PO3~em B-TCP, bem

como as bandas a 875 e 1020 cm™ que também pertencem ao mesmo grupo [68][71].
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A analise de DRX foi realizada para a amostra de EM modificada com RB que
apresentava maior quantidade de fosfatos de calcio (24h). Porém esta analise ndo
detetou a presenca a presenca de qualquer fase cristalina, tal como observado

anteriormente.

Intensidade (u.a.)
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Figura 59 Grafico do DRX de uma amostra modificadas com RB e com fosfatos de célcio.

5.3.2 EM modificada com MB
Na figura abaixo estdo representadas as varias imagens obtidas por SEM das

amostras recobertas de MB para os periodos de incubacgéo de 24, 48 e 120 horas.

Figura 60 SEM com ampliagéo x200 das amostras com corante MB incubadas em 10xSBF no
periodo de a) 24 horas; b) 48 horas e ¢) 120 horas.
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Observando as imagens SEM, é possivel observar que no periodo de 24 horas
a amostra apresentou recobrimento de praticamente todas as fibras de fosfatos de
calcio. O recobrimento pareceu ser maior e mais homogéneo nas fibras do interior da
amostra do que nas fibras superficiais. Para o periodo de 48 horas, é notério que
ocorreu uma reducdo drastica da quantidade de fosfatos de calcio presentes na
superficie da EM. Em relacdo as EM que estiveram incubadas na solucao durante 5
dias, verificou-se que ocorreu novamente deposicdo de fosfatos de célcio. Nesta
amostra o recobrimento das fibras com fosfatos de célcio pareceu ser homogéneo.

Posteriormente foi realizado o EDS as mesmas amostras, que permitiu
guantificar os elementos presentes. Os resultados obtidos mostraram que as
percentagens atomicas do calcio e fosforo, apresentadas na figura 61 apresentaram
um valor maximo de calcio e fésforo ao 5° dia. O racio Ca/P apresentou valores entre
2.50 e 3.14. Na mesma figura estdo ainda descritos os valores de pH da solu¢do em

gue as amostras ficaram incubadas.
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Figura 61 Evolucao das percentagens atomicas de calcio e fdsforo das amostras com MB e dos
valores de pH da solugdo apés cada incubacéo.

Analisando os resultados, verificou-se que o pH da solucdo em que as
amostras estiveram incubadas foi diminuindo ao longo do tempo, mantendo-se com
valor idéntico no intervalo entre 48 horas e 5 dias.

Na figura seguinte estd apresentado os resultados obtidos por FTIR as

amostras modificadas com MB e incubadas em 10XSBF nos periodos definidos.
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Figura 62 Gréfico do FTIR das amostras modificadas com corante MB imersas em 10xSBF durante
24 horas (MB_24), 48 horas (MB _48) e 120 horas (MB _120).

O corante MB apresenta bandas caracteristicas, como 0 2816, 2720 cm™', que
representam a vibragdo de alongamento dos grupos metil -CH- aromatico e —CH3.
Além desses, o MB apresenta bandas em 1591 a 1363 cm™', que s&o atribuidos as
estruturas do anel aromatico em azul de metileno e em 1170 cm™, que esta
relacionado ao esqueleto C = C dos anéis aromaticos [81]. No entanto estas bandas
ndo sao visiveis na amostra de EM modificada com MB, sendo observaveis apenas
0s picos caracteristicos da EM [81]. Observando o espetro das amostras modificadas
com MB para o periodo de incubacéo de 24 horas é notério a presenca da banda 560-
600 cm-! caracteristicas do grupo PO3~ em B-TCP, bem como as bandas a 875 e 1020

cm™ que também pertencem ao mesmo grupo [68][71].

5.4. Conclusao

Este estudo permitiu analisar a influéncia de diferentes modificagbes da
superficie das amostras de EM para a deposicao de fosfatos de célcio.
Em relacdo as amostras modificadas com polieletrdlitos PEI+PSS, verificou-se

que a deposicdo de fosfatos de calcio na amostra s6 ocorreu apés 48 horas de
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incubacdo em 10xSBF. No entanto verificou-se que para maiores periodos de
incubacdo os fosfatos de calcio foram eliminados da superficie da EM. Estes
resultados mostram que a fixacdo dos fosfatos de calcio com a superficie da EM
modificada com polieletrélitos ndo é suficientemente forte para evitar a lixiviacdo ao
longo do tempo de agitacdo. Estes resultados sdo condizentes com os resultados
obtidos pelo crescimento direto de fosfatos de calcio na superficie das EM.

As amostras modificadas com o0s corantes apresentaram resultados
semelhantes entre elas pois tanto nas amostras modificadas com RB como com MB,
a deposicao de fosfatos de calcio ocorreu ao fim de 24 horas de incubacdo 10xSBF.
No entanto, também se verificou que ao fim o de 48 horas os fosfatos de calcio
presentes na superficie das EM também foram lixiviados.

No caso das amostras modificadas com os polimeros naturais, alginato e
quitosano, verificou-se que ao fim de 24 horas de incubacdo em 10xSBF ocorreu
formacdo de calcio e fésforo em maior quantidade na superficie das EM, quando
comparando com as amostras modificadas com as outras abordagens descritas
anteriormente. Foi possivel também observar que essa deposicdo ocorreu
essencialmente nas zonas da amostra que continham polimero. Além disso, verificou-
se que a fixacdo dos fosfatos de calcio com os biopolimeros foi resistente o suficiente
para manter a quantidade de fosfatos de célcio durante o periodo maximo de
incubacdo. Dado que as amostras de EM revestidas com polimeros naturais
revelaram ser uma abordagem mais eficiente, estas foram escolhidas para serem

usadas em in vitro com células osteoblasticas MC3T3-E1.
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CAPITULO VI

6. Ensaios Celulares

6.1. Estudos de biocompatibilidade

O termo de viabilidade celular refere-se a dois aspetos: o saudavel, que
corresponde a presenca de células vivas com capacidade de se reproduzirem e a
morte celular. A viabilidade celular foi calculada com base na atividade metabdlica dos
scaffolds carregados de células ap6s 1, 3 e 7 dias de cultura, através do método de
resazurina. Os resultados obtidos através desse método, relativamente as amostras
de EM sem e com fosfatos de calcio (EM+CaP), encontram-se descritos no grafico da
figura 63 Foram ainda efetuadas analises de SEM na superficie de todas amostras

para a avaliagdo da morfologia celular e a sua modificagcdo com o tempo de cultura.
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Figura 63 a) Gréfico da percentagem de células viaveis nas amostras EM e EM com fosfatos de
calcio (EM+CaP); b) SEM da EM ao 7° dia de cultura; ¢c) SEM da EM com fosfatos de célcio ao 7° dia
de cultura.
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Ao analisar o grafico da figura 6.1, verifica-se que a viabilidade celular da EM
aumentou consideravelmente entre o primeiro dia de cultura e o terceiro (cerca de
40%). Comparando a EM com a EM com fosfatos de célcio, esta ultima apresentou
niveis mais elevados de viabilidade celular em todos os dias de cultura. No sétimo dia
de cultura as duas EM apresentaram a maior discrepancia nos valores de viabilidade.
A EM com fosfatos de calcio apresentou uma viabilidade de 87%, enquanto que a
viabilidade da EM foi de 64%. Ou seja, € possivel afirmar que os fosfatos de calcio
promoveram maior adesao e mais proliferacéo das células na sua superficie. Uma das
razdes que poderd ter contribuido para essa viabilidade celular é o facto da amostra
gue apresenta fosfatos de calcio ter mais zonas para as células poderem aderir [67].

Em relacéo as imagens SEM, € possivel observar a presenca das células tanto
na amostra de EM como na amostra de EM com fosfatos de célcio. Verifica-se que as
células migraram pelos canais da matriz da EM e cobriram na totalidade zonas onde
0S poros sdo mais pequenos.

Relativamente a viabilidade celular das amostras com alginato

(EM+ALG+CaP), os seus resultados estao apresentados na figura 64.
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Figura 64 a) Gréfico da percentagem de células viaveis nas amostras EM, EM com alginato e EM
com alginato e fosfatos de célcio; b) SEM da EM com alginato ao 7° dia de cultura; c) SEM da EM
com alginato e fosfatos de célcio com fosfatos de célcio ao 7° dia.
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Pela analise dos resultados obtidos da EM com alginato € notério que a
viabilidade celular dessa amostra foi inferior a da EM para quase todos os tempos de
cultura, exceto no sétimo dia de cultura em que a EM com alginato apresentou um
valor ligeiramente superior em relagdo ao da EM (diferengca de 2%). No entanto,
verifica-se que a amostra de EM com alginato e fosfatos de calcio apresentou niveis
bastante elevados de viabilidade celular nos trés tempos de cultura (entre 93% a
108%). Dessa forma, pode-se concluir que os fosfatos de célcio tiveram maior
contribuicdo para a viabilidade celular em comparagéo com o alginato.

Observando as imagens SEM, observa-se a presenca de células tanto na EM
revestida de alginato sem fosfatos de calcio como com a amostra com fosfatos de
calcio. No entanto, consegue-se observar mais células nesta ultima amostra. Verifica-
se ainda, que na amostra revestida de alginato ocorreu degradacdo da maioria do
polimero que estava presente na amostra, provavelmente devido a este polimero ser
solivel em agua. Em relacdo a amostra com fosfatos de célcio, € visivel que o
polimero e os fosfatos de calcio mantiveram-se na amostra, indo de encontro aos
resultados mencionados grafico.

Em relacdo aos resultados da viabilidade celular relativamente as amostras
com quitosano (EM+QUI+CaP), estes estdo mencionados na figura 65.
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Figura 65 a) Grafico da percentagem de células viaveis nas amostras EM, EM com quitosano e
EM com quitosano e fosfatos de calcio; b) SEM da EM com quitosano ao 7° dia de cultura; ¢) SEM
da EM com quitosano e fosfatos de calcio com fosfatos de calcio ao 7° dia.
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Em relacdo a amostra de EM revestida apenas com quitosano, esta apresentou
resultados de viabilidade mais positivos em comparacdo a EM, atingindo o valor
maximo de 171% de células viaveis no sétimo dia de cultura. Relativamente as
amostras com fosfatos de célcio, no primeiro dia de cultura a percentagem de células
viaveis foi 41% superior a amostra sem fosfatos de célcio. No terceiro dia de cultura,
a amostra com fosfatos de célcio apresentou uma ligeira reducao na percentagem de
células viaveis (2%) em comparagdo com a amostra sem fosfatos de calcio. Ao fim de
7 dias de cultura, a amostra com fosfatos de calcio teve um ligeiro aumento na
guantidade de células viaveis em comparacdo com o terceiro dia de cultura. No
entanto, em comparacdo com a amostra sem fosfatos de calcio, a amostra com
fosfatos de célcio apresentou uma menor viabilidade celular. Esta diminuigdo podera
ter sido devido a essa amostra apresentar uma quantidade inferior de fosfatos de
calcio em relacdo as amostras analisadas nos restantes tempos de cultura ou pelo
facto da fase de fosfatos de calcio presente nas amostras ser o TCP e este ser soluvel
em agua levando assim a sua degradacao aquando um periodo longo de cultura [67].
Além disso, as mudancas de meio poderéo ter influenciado este resultado. Assim, é
possivel afirmar que o polimero aumenta a viabilidade celular da EM [82]. No entanto,
nao € notdrio que influencie diretamente quando a amostra tem fosfatos de calcio,
mas o facto deste estar presente na amostra permite que os fosfatos de célcio se
mantenham mais aderidos a amostra evitando uma maior degradacdo destes e
levando a um aumento da viabilidade celular. Assim sendo é possivel afirmar que o
quitosano e os fosfatos de calcio contribuem para a viabilidade celular, porém é dificil
saber qual deles influencia mais, dado que o desvio padrdo é um pouco elevado. Isto
podera ser devido as amostras apresentarem diferentes quantidades de fosfatos de
calcio ou entéo pelas sucessivas mudancas de meio.

Analisando as imagens de SEM das amostras EM revestidas de quitosano, é
possivel observar a presenca do polimero na amostra, visto que ao contrario do
alginato, o quitosano nao é solivel em agua [78]. Além disso, observa-se a presenca
de grande quantidade de células na mesma amostra. Em relacdo a amostra revestida
de quitosano com fosfatos de calcio, é visivel tanto as células com o polimero e os

fosfatos de calcio.
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De modo a comparar os resultados obtidos da viabilidade celular de cada
amostra com fosfatos de calcio foi realizado um grafico que estd mencionado na figura

seguinte.
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Figura 66 Grafico da percentagem de células viaveis nas amostras com fosfatos de calcio na EM, EM
modificada com alginato (EM+ALG+CaP) e EM modificada com quitosano (EM+QUI+CaP).

Pela observacao do grafico da figura 65, verifica-se que as amostras revestidas
de polimeros naturais apresentaram maior viabilidade em relacdo a amostra sem
revestimento. Ao fim de 7 dias, as amostras revestidas de quitosano tiveram uma
percentagem de células viaveis ligeiramente superior as amostras revestidas de
alginato, 123.20% para as amostras com quitosano e 115.74% para as amostras com
alginato. Mas é importante ter em conta que a maior viabilidade nas amostras
revestidas com quitosano podera ser apenas provocado pela presenca de quitosano,

como previamente descrito.

6.2. Mineralizacao Celular
Os osteoblastos podem ser induzidos a produzir célcio in vitro. Este processo
€ denominado mineralizagdo. A quantificacdo da mineralizacdo celular foi efetuada

através da detecdo de calcio em combinagcdo com um ensaio colorimétrico de alizarin
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red. E de notar que aos valores de densidade 6tica das amostras foi subtraido o valor
relativo ao controlo negativo (amostra sem células) de forma n&o contabilizar os
fosfatos de calcio ja presentes nas amostras. Os resultados das amostras EM e EM

com fosfatos de célcio, estdo apresentados na figura seguinte.
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Figura 67 Gréfico com valores de densidade 6tica das amostras de EM com e sem fosfatos de célcio
ao fim de 7 dias de cultura.

Ao observar o gréfico, verifica-se que a EM com fosfatos de célcio apresenta
um valor de densidade 6tica mais elevado comparativamente a amostra de EM, 0,369
e 0,230 respetivamente. Ou seja, a EM com fosfatos de calcio induziu a producéo de
mais fosfatos de calcio.

Relativamente aos resultados da mineralizacdo realizada as amostras com

alginato e quitosano, estes estdo mencionados no grafico da figura 68.
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Figura 68 Grafico com valores de densidade 6tica das amostras de EM revestidas com os polimeros
naturais, alginato e quitosano, com e sem fosfatos de calcio ao fim de 7 dias de cultura.

Observando o grafico a da figura 68, verifica-se que a amostra com alginato
apresenta um valor de densidade Gtica de 0.245, superior a amostra EM. Em relacdo
a amostra com alginato e fosfatos de calcio, esta possui um valor de 0.415, bastante
mais elevado aos das restantes amostras. Através destes resultados, é possivel
afirmar que o polimero teve uma ligeira influéncia na deposicéo de fosfatos de célcio.
No entanto, a amostra que continha fosfatos de célcio, estes tiveram maior influéncia
nesse aumento.

Em relacdo ao grafico b da figura 68, é possivel observar que ocorreu um
aumento de mineralizag&o tanto na amostra revestida com quitosano sem fosfatos de
calcio como com a amostra com fosfatos de calcio. No entanto ndo é facil identificar
se a influéncia foi do quitosano ou dos fosfatos de calcio, pois os valores de densidade
Otica das duas amostras ndo apresentaram grande discrepancia, 0.289 no caso da

amostra sem fosfatos de célcio e 0.343 em relagdo a amostra com fosfatos de calcio.
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6.2. Conclusao

Os estudos realizados demonstraram que o0s materiais desenvolvidos
apresentam niveis de Dbioatividade e biocompatibilidade elevados. A
biocompatibilidade dos materiais foi analisada através da incubacéo de osteoblastos.
Foi verificado que as células aderiram e proliferaram nas suas superficies com niveis
elevados de viabilidade celular. As analises por SEM revelaram que as células se
encontravam bem distribuidas na superficie das EM.

Com os valores obtidos de células viaveis nas diferentes amostras, verifica-se
que a viabilidade aumenta progressivamente ao longo do periodo de cultura em todas
as amostras. Além disso, p6de-se observar que as amostras com polimeros naturais
e fosfatos de calcio apresentaram valores semelhantes entre si e superiores as
amostras de EM com fosfatos de célcio. Ao fim do primeiro dia de cultura a amostra
com alginato e fosfatos de calcio destacou-se apresentando maior percentagem de
células viaveis. Enquanto que no dia 3 e no dia 7 as amostras com quitosano e fosfatos
de célcio tiveram a percentagem de viabilidade mais elevada.

Relativamente aos resultados da mineralizacdo realizados ao fim de 7 dias de
cultura, as amostras com alginato e fosfatos de calcio foram as que apresentaram

resultados melhores, obtendo um valor de densidade 6tica de 0.415.
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CAPITULO VI

7. Conclusdes e Perspetivas Futuras

Este trabalho permitiu tirar conclusdes significativas quer relativamente &
preparacdo dos nanocompoésitos a base de EM modificada com fosfatos de célcio quer
relativamente aos estudos do seu desempenho biolégico. Relativamente a preparacao
dos nanocompaositos verificou-se que para a etapa de purificagcdo das EM, o método
gue mostrou ser mais eficaz foi a purificacdo com HCI. As amostras de EM imersas
em 10xSBF apresentaram um crescimento mais acentuado de fosfatos de célcio em
comparacdo as amostras imersas em SBF. Em relacdo as EM modificadas com
polimeros naturais, polieletrolitos ou moléculas, verificou-se que a abordagem que
utilizou os polimeros naturais promoveu uma maior deposi¢ao de fosfatos de calcio.
Para além disso verificou-se que nestas amostras os fosfatos de calcio persistiram na
sua superficie ao longo do periodo maximo de incubacéo.

Em termos de desempenho biolégico dos nanocompdsitos a base de EM,
verificou-se através dos estudos in vitro com células osteoblasticas que as amostras
revestidas de quitosano apresentaram uma percentagem de viabilidade celular
ligeiramente superior as amostras revestidas de alginato, 123.20% para as amostras
com quitosano e 115.74% para as amostras com alginato. No entanto, observou-se
gue as amostras de EM com alginato apresentaram um maior nivel de mineralizacéo
guando comparadas com as amostras de EM modificadas com quitosano. Com o
presente trabalho foi possivel desenvolver novos materiais nanocompositos de EM
com fosfatos de calcio com elevado potencial para aplicagfes futuras na regeneracao
0ssea. Como consideracdao final estima-se que os hanocompésitos produzidos podem
ser promissores no campo da medicina regenerativa éssea pois compilam qualidades
de biodegradabilidade, bioatividade, biocompatibilidade, resisténcias mecéanicas a
compressdo adequadas para a regeneracdo 0Ossea, em particular para 0 0SSO
trabecular.

Nos materiais hanocompdsitos preparados durante este trabalho, existem

ainda varias propriedades que podem ser otimizadas e outras que necessitam ser
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mais exploradas. Um aspeto que poderd aumentar a formacdo e deposicado de
fosfatos de célcio nas amostras sera explorar outras solucées de SBF. Para melhor
investigar as propriedades bioativas dos scaffolds poderao ser feitos ensaios celulares
mais prolongados contemplando prazos acima dos 30 dias. Para além disso podem
também ser implementados estudos de estimulacdo mecanica dinamica em culturas

celulares, de modo a induzir uma maior difusédo e proliferacao celular.
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