UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
ESCOLA DE ENGENHARIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE
MINAS, METALURGICA E DE MATERIAIS

MS.c. LETICIA ARAUJO VASCONCELLOS

OBTENCAO DE COMPOSITOS DE CIMENTO DE FOSFATO DE CALCIO
COM FIBRAS DE PLGA E ALGINATO DE SODIO

Tese para obtencédo do titulo de Doutor em Engenharia

Porto Alegre

2012



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Escola de Engenharia

Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia de Minas, Metalldrgica e de

Materiais

LETICIA ARAUJO VASCONCELLOS

Mestre em Engenharia de Materiais

OBTENCAO DE COMPOSITOS DE CIMENTO DE FOSFATO DE CALCIO
COM FIBRAS DE PLGA E ALGINATO DE SODIO

Trabalho realizado no Departamento de
Materiais da Escola de Engenharia da
UFRGS, dentro do Programa de Pos-
Graduacdo em Engenharia de Minas,
Metallrgica e de Materiais - PPGEM, como
parte dos requisitos para a obtencgdo do titulo

de Doutor em Engenharia.

Area de Concentracéo: Ciéncia dos Materiais.

Porto Alegre 2012



Esta Tese foi julgada adequada para obtencdo do titulo de Doutor em
Engenharia, area de concentracdo em Ciéncia dos Materiais e aprovada em
sua forma final, pelo Orientador e pela Banca Examinadora do Curso de Pés-

Graduacao.

Orientador: Prof. Dr. Luis Alberto dos Santos (PPGE3M/UFRGS)

Co—orientador: Carlos Pérez Bergmann (PPGE3M/UFRGS)

Banca Examinadora:

Profa. Dra. Annelise Kopp Alves (PPGE3M/UFRGS)

Profa. Dra. Eliana Cristina da Silva Rigo (USP)

Prof. Dr. Tiago Moreno Volkmer (UNIFRA)

Prof. Dr. Telmo Roberto Strohaecker

Coordenador do PPGEM

Porto Alegre

2012



DEDICATORIA

Para meus amados pais:
Neusa Mello Araujo e

Higino Bittencourt Vasconcellos (“in memoriam”)



AGRADECIMENTOS

Presto a minha homenagem as pessoas que estiveram comigo durante

esta trajetoria de quatro anos:

Ao meu orientador, Prof. Dr. Luis Alberto dos Santos, pela orientacéo e

compreensao. Obrigada professor.

Ao Prof Dr. Carlos Pérez Bergmann, pela co-orientacao no trabalho e ao
Laboratorio de Materiais Ceramicas (LACER/UFRGS) onde foram feitas a parte

das caracterizacfes desta Tese.

Ao Prof Dr. Telmo Roberto Strohaecker pela indicacdo de ser orientada

pelo Prof. Dr. Luis Alberto dos Santos.

Aos professores Vania Caldas de Souza, Ruth Marlene Campomanes
Santana, Annelise Kopp Alves e Altair Séria Pereira. A todos meus colegas do
LABIOMAT (Laboratério de Biomateriais) que me ajudaram e auxiliaram

diversas vezes neste trabalho.

A meus pais, Higino (in memoriam) e a minha mae, que dedico esta

Tese, por todo apoio e amor incondicional.

A minha familia e amigos (Ismael Fernandes, Suzana Fernandes e
Lucas Fernandes) pela compreenséao e carinho. Um agradecimento especial a
Dra. Débora Vigevani Schaf por sua dedicacdo comigo durante todo este

periodo.

A Universidade federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), ao Programa de
Pos-Graduacdo em Engenharia de Minas, Metalurgia e Materiais (PPGE3M), a
Escola de Engenharia da UFRGS e ao Departamento de Materiais
(DEMAT/UFRGS), pela formagéo de exceléncia.

E, finalmente, ao CNPq pelo apoio financeiro durante o meu doutorado

gue sem este auxilio ndo seria possivel realizar este trabalho.



SUMARIO

RESUMO ...ciiiiiciiiiiiiiiiiiiiiissiinennsisssssssssssnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 8
ABSTRACT weeetiertinisccciiitreesstrssssssissssses s s sssssssssssssss s s s ssssssssssssssssssssssssssssssnns 9
LISTAS DE FIGURAS ... eeeeeteirctivetenstssssisssseesssssssssssssssssssssssssssssssnnns 10
LISTA DE TABELAS ...ttt sssssissseess s ssssssssssssssss s sssssssssssnnns 13
NOMENCLATURA...ciiiiicctetteeeeirssssssseeesssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssnns 14
1. INTRODUGAO ..oovierereerererereresrsresssssesessssesssessssssssssssesessssesssssessssasesssssases 15
1.2. Objetivo dO TrabalNO .. et ssennr e e e s s s s s s sssnnnseesssssanes 19
2. REVISAO DA LITERATURA ...oovvetrterereeteseresessssesssssssssssssesssssessssssssssssseses 20
P20 S = T 4 == g o 20
2.2. Cimentos a Base de Fosfato de CalCiO ....cccevvvueerirueeriueiiseeisieennieesseessnnees 23
2.3 POlIMEros ADSOIVIVEIS vttt sse e sanes 25
2.3.2 Fibras de poli (ACIAO [ALICO) .uuiiiiiiieeerrreereeerericeerssnnneeeeeeeeseesssssnneeeesssessssssnnnnsens 28
PRCRCIATo T F=1 (o Jo [T o o Lo Ju OO UUPRR R 29
2.4 SCAFfOlUS cuvtiirtiiittiiittintint s 34
3. MATERIAIS E METODOS.....coiimiirniiiniissisissssisissssisssssssssssessssassssssssssans 39
3.2. Obtencao do p6 de cimento de fosfato de calcio (a-fosfato tricalcico)...43
3.3. Obtencéo das fibras de Alginato de Sédio e PLGA por TIPS .....cccceueeene. 44
3.4. Obtencéo das fibras de Alginato de Sédio e PLGA por gotejamento......44
3.5. Obtencédo de Cimento de Fosfato de Calcio com fibras de Alginato de
SOAI0 € U8 PLGA ..ttt ae s s sae s s e s s s a e sanes 45
3.7. Preparacdes dos Scaffolds de cimento com fibras .....cceccceeeeiriiiiisinnnnennn, 46
3.7 Caracterizacdo dos Materiais ObtidOS ...cciveeerrrnerreeriiiiccsrsenrreeessiesesssennneeens 48
3.8.  EStudo In Vitro do CiMEeNtO ...cuceeiineeiisieiineeiineeiineessnessseesssesssssesssssessssnes 53
3.9. Avaliacdo do Potencial de Citotoxidade In Vitro — Método difusdo Agar 53
3.10. Avaliacdo In Vivo dos scaffolds de Alginato de Sédio Puro.................. 55
4, RESULTADOS E DISCUSSOES .....ccoeeerrrereerrereiesessssesessssesesssessssssesessans 57
4.1. Caracterizacao do cimento de fosfato de calcio (a-TCP) ......ccccccevveeeriiuecnnne 57
4.2. Distribuicdo de tamanhos de particulas .....ccceeeeereveiiiseeiniieeiniiecisiecnneennne 59
4.3.  Grupamentos QUIMICOS cccvvcrereerrircerrrnerreersssiesssssansresssssssssssanseseesssssssssnnnssenes 60



4.4. Determinagdo do tempo de pega: Método de Impedancia......ccccecererueernnne 61
4.5. Avaliagdo em SBF do cimento de a-TCP ........erreeeriicicirrnereeeennccccceneneeens 62
4.6. Obtencéo das Fibras de Alginato de Sédio e PLGA por TIPS ......cccceeue. 67

4.6.2. Grupamentos quimicos: Espectroscopia de Infravermelho do Alginato
(oIS To Yo [T I S I 70

4.7. Obtencéo das Fibras de Alginato de Sédio e PLGA por Gotejamento ....74

4.8. Obtencao de Cimento de Fosfato de Calcio com Fibras .....cccceeeeeeevnenneenn. 83

4.9. Avaliagcdo da CitotOXiCIdAde....ueiirirreeiiiiiiniiiiiisieeissieeeinnees s ssaseeses 102

4.10. Analisein vivo com células-tronco dos Scaffolds de Alginato de Sédio
104

5. CONCLUSOES ....ooetieeeeereaeesineesssssesesssassstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 106

6. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....oovueeeerieaseeessesasasessssessasasessssessassssssssassasens 109

6. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..cvvviuicricrrissicssisssessissssessssssesssessassssesssens 109



RESUMO

A utilizacdo de biomateriais a base de fosfato de calcio tem
revolucionado a medicina no reparo de partes danificadas do sistema 0sseo.
Dentre estes, os cimentos a base de fosfatos de calcio de pega hidraulica tem
despertado grande interesse em funcdo de sua biocompatibilidade e
endurecimento “in situ”, o que permite uma maior facilidade de manipulacao e
adaptacdo a forma e dimensdes do defeito sseo. Entretanto, estes cimentos
possuem baixa resisténcia mecanica quando comparados com 0S 0Ss0s do
corpo humano. Neste presente trabalho foi estudado a obtencdo de pos de
cimento de fosfato de célcio e adicionados a fibras de poli(acido co-glicélico)
(PLGA) e Alginato de Saodio, visando o aumento das propriedades mecéanicas
destes cimentos. Foi utilizado um novo método de obtencdo de fibras por
gotejamento em reagente, tanto para o PLGA e o Alginato de Sdédio, sendo
depois congeladas essas fibras e liofilizadas. Ambos os métodos de obtencéo
de fibras por gotejamento foram Patenteados, além de publicacdes em revistas
e congressos internacionais. Com este mecanismo foi possivel obter-se fibras
por método inovador e reforcar a matriz, o que favoreceu o aumento das
propriedades mecanicas, permitindo, assim, a obtencdo de materiais mais
resistentes. Os materiais obtidos foram utilizados na constru¢do de scaffolds
para crescimento tecidual, possibilitando manter uma maior integridade

mecanica.



ABSTRACT

The use of biomaterials based on the calcium phosphate has
revolutionized the medicine to repair damaged parts of the skeletal system.
Among these, the cements based calcium phosphates handle hydraulic has
been much interest due to its biocompatibility and hardening "in situ”, allowing
greater ease of handling and adjustment to the shape and dimensions of the
bone defect. However, these cements have lower mechanical strength when
compared with the bones of the human body. In the present work to obtain
powders of cement of calcium phosphate and added to fibers of poly (co-
glycolic acid) (PLGA) and sodium alginate, in order to increase the mechanical
properties of these cements. We used a novel method for obtaining fibers in
drip reagent for both PLGA and sodium alginate; the fibers are then frozen and
lyophilized. Both methods of obtaining fibers were patented drip, as well as
publications in international journals and conferences. With this mechanism it
was possible to obtain novel method for fibers and strengthen the matrix, thus
favoring increased mechanical properties, thus allowing obtaining more
resistant materials. The materials were used in the construction of scaffolds for

tissue growth, allowing greater maintain mechanical integrity.



LISTAS DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura quimica de uma cadeia polimérica de Poli (acido lactico-co-

=Tl [0 [0 JNo | oo ] o' ) T EERPPRRRR 27

Figura 2: Estrutura do acido B-D-manurdnico (a), a-L-gulurénico (b) e Alginato
(C) (ERTESVAG & VALLA, 1998).......uiiiiiiiiie e ee ettt 31

Figura 3: Fluxograma com o resumo da Primeira e Segunda etapa realizado no
TrabalNO... ... ——————— 40

Figura 4: Fluxograma com o resumo da terceira e quarta etapa realizada no

Figura 5: Esquema da montagem do circuito elétrico para medidas de

impedancia do tempo de pega do cimento de fosfato de célcio (a-TCP).......... 49

Figura 6: Microscépio eletrbnico de varredura (MEV) utilizado para as

0bServactes das amMOSIIAS. ......u.u. i i e eeee e e e e e e e e e e e e e e e earaaan 52

Figura 7: Difratograma de Raios X (DRX) do a-TCP obtido com temperatura de
1300°C, durante 5 horas e resfriamento brusco. Moagem a seco dos reagentes
(o [U =T Y (=2 o o = T 58

Figura 8: Gréafico do tamanho de particula do a-TCP utilizado no trabalho....... 59
Figura 9: Espectro de Infravermelho do a-TCP utilizado nas amostras............ 61

Figura 10: Gréafico de Impedancia (tempo x condutividade i6nica) apresentando
os valores de Tenséo (kV) e corrente (MA) durante 60 MiNn...........ccccevveeeeeennnn. 62

Figura 11: Valores de P. A. das amostras com a-fosfato tricalcico durante 14

Figura 12: (A) Densidade Aparente (D.A.) das amostras puras de a-TCP. (B)

Valores de absorg¢éo de agua das amostras de o-TCP puras.........ccoceeeveienerieeennne 65

Figura 13: As amostras de Alginato de Sodio com concentracdes de 0,4; 0,6 e

Figura 14: Espectro de Infravermelho das amostras de Alginato liofilizadas em

diferentes CONCENIIAGOES. .......ccciviveeeeeeiieiir e e e e e e e e e e e eaes 70



Figura 15: Espectro de Infravermelho das amostras de Poli (acido lactico-co-
glicolico) PLGA pura e os espectros dos PLGA gotejados em Metanol por até

CINICO VB ZS. . e e e 72

Figura 16: Amostras de PLGA gotejadas até cinco vezes em alcool isopropilico

(A) e metanol (B) e alcool etilico (C) com uma concentracdo de 1%................ 75

Figura 17: Amostras de PLGA gotejadas até 5 vezes em &lcool isopropilico (A)
e metanol (B) e alcool etilico (C) com uma concentracdo de 1%...................... 77

Figura 18: Fibras de Alginato de Sédio gotejadas cinco vezes em alcool etilico

(A), metanol (B) isopropilico e em (C) metanol com concentracéo de 1%........ 79

Figura 19: apresenta as amostras de Alginato de Sddio que foram dissolvidas e
gotejadas até cinco vezes em alcool etilico (A), isopropilico (B) e em metanol

(C) com coNCENrAaCAD € 190......cceeeeiieeiiiiicie e e e e e e e 81

Figura 20: Resisténcia a compressdo das composicées do cimento de fosfato

de célcio com fibras de PLGA e fibras de Alginato de SOdio............cccceeeuvveeeen. 83

Figura 21: Ensaios de flexdo em quatro pontos (M6dulo de Ruptura [MPa]) das
amostras de a-TCP puras e os compdsitos com PLGA e Alginato de Sodio de

1%, 2%, 3% € 4% Na Sua COMPOSICAD.........eurrrrrruriiiiieeeeeeeeeeereeeerereerreerrr 86

Figura 22: Valores calculados de Kc para as amostras puras, com fibras de
PLGA e fibras de Alginato de SOI0...........coueiiiiiiiiiieeiiiiiieeee e 88

Figura 23: Valores de tenacidade a fratura plastica para as amostras com 0%
de fibras, com fibras de PLGA e fibras de Alginato de SAdio..............ccccceunnnn. 89

Figura 24: Porosidade aparente das amostras com fibras de PLGA (A) e
AlGINAtO A€ SOTIO (B)....uuuureeiiiiiiiiiiieeee et 91

Figura 25: Densidade aparente das amostras com fibras de PLGA (A), Alginato
(o LIS To To [To I (=) SRR 93

Figura 26: Absorcdo de agua das amostras com fibras de PLGA (A), Alginato
(o LIS To To [0 TN (=) PRSP 95

Figura 27: Scaffold de cimento de a-TCP com fibras de Alginato de Saodio......97

Figura 28: Superficie do scaffold de cimento de a-TCP com fibras de Alginato
(0 L= TS Y0 T [ o J SRR 97



Figura 29: MEV do scaffold com 3% de fibras PLGA...........cocciiiieiiiiiiiiiieeeee 98
Figura 30: MEV do scaffold com 3% de fibras PLGA.............cccoeiieeiivviveeiiiiinn, 99
Figura 31: Scaffold com 3% de fibras PLGA........cccoooiiiiiiiiiiiiee e 100

Figura 32: Morfologia das culturas de células-tronco mesenquimais dos
camundongos. (A) Aumento 200X no microscopio optico. (B) Aumento 400X no

MICTOSCOPIO OPLICO. ...eveieeeeiiiiiiiee e e ettt e ettt e e et e e e e et r e e e e s snnr e e e e e e eeeas 104

12



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Interacdes biomateriais com tecidos humanos.............ccceevvvvvvennennnnn. 21

Tabela 2: Comparagdo da resisténcia mecanica de alguns ossos do corpo

humano e a resisténcia de cimento de fosfato de CalCiO.........ccovvveeeeeiiiniennnan.. 25

Tabela 3: Principais propriedades quimicas (XG e XM) e fisicas (4, M, d,) do

ADGINATO. ...t e e e e e e e e e eeae s 32
Tabela 4: Parametros estruturas do scaffolds para aplicacao................cccee..... 37
Tabela 5: Descricdo e classificacdo do indice de zona (1Z)............ccceeevvvvvennnnn. 55

Tabela 6: Ensaios de citotoxidade das amostras com 3% de fibras de PLGA na

Matriz de CiMento e QT CP ... e, 102

Tabela 7: Ensaios de citotoxidade das amostras com 2% de fibras de Alginato

de Sdodio na matrizde cimento de O-TCP ..., 103

13



NOMENCLATURA

3
D.A. - densidade aparente [g/cm ]

2
J,c - tenacidade a fratura para propagacéo plastica de trincas [J/m ]

K¢ - tenacidade a fratura para propagacéao fragil de trincas [Pa.mllz]
P.A. - porosidade aparente [%]

tf - tempo de pega final [min]

ti - tempo de pega inicial [min]

Vm, Vf - fracBes volumétricas da matriz e fibra

a ,B-TCP -Ca3(PO,),; alfa, beta fosfato tricalcico
Ca,P,0,: - pirofosfato de calcio.

AS - Alginato de Sodio

AC - Alginato de Calcio

CC — CaCOg; carbonato de célcio

CFC - cimento de fosfato de calcio

DCPA - CaHPO, ; hidrogenofosfato de célcio anidro; fosfato dicalcico anidro;
monetita

DCPD: CaHPO,.2H,0O; hidrogenofosfato de calcio didratado; fosfato di-calcico
didratado; brushita

IR - espectroscopia no infravermelho

IC - indice de citotoxicidade

PLA — Poli (acido lactico)

PLLA — Poli (acido L- lactico)

PLGA — Poli (acido lactico — co — glicdlico)

IL - indice de lise; porcentagem de células degeneradas
IR — razdo entre 1Z/IL.

SBF - fluido corporal simulado; simulated body fluid

MEV - microscopia eletrbnica de varredura

TCP - Ca,(PO,),; fosfato tricalcico

14



1. INTRODUCAO

Os avancos cientificos obtidos pelo homem no século XX permitiram
obter grande dominio sobre processos fisico-quimicos, tanto tedricos como
experimentais, que impulsionaram o0s avancos tecnolégicos que hoje fazem
parte do nosso cotidiano. Na virada do novo milénio, duas grandes areas se
destacam como promessas de um mundo novo e melhor: a biotecnologia e as
nanociéncias. Nestas duas &reas, bilhGes de doélares séo investidos
anualmente tanto pelos 6rgdos governamentais de fomento a pesquisa como
por empresas privadas pelos seus setores de P,D&l, fazendo com que os

avancos sejam dados a passos largos.

A pesquisa de novos materiais sempre ocupou posi¢cao de destaque no
meio cientifico e, neste novo milénio, materiais com propriedades especiais
voltados para aplicacbes médicas e biologicas, tém tido grande destaque por

unificarem os esforcos de pesquisadores das areas de nano e biotecnologia.

Os biomateriais podem ser definidos como substancias de origem
natural ou sintética que séo toleradas de forma transitéria ou permanente pelos
diversos tecidos que constituem os 6rgaos dos seres vivos. Eles sao utilizados
como um todo ou parte de um sistema que trata, restaura ou substitui algum
tecido, 6rgdo ou fungédo do corpo (MIRTCHI et al., 1989), ou ainda como um
material ndo bioldgico utilizado em um dispositivo médico, com intencdo de
interagir com sistemas bioldgicos (WILLIANS, 1987).

Dentre os materiais bioldgicos, encontram-se 0s autoenxertos, que
utilizam tecido 6sseo do proprio individuo e os aloenxertos que consistem em
utilizar uma porgéo de tecido 0sseo de outro individuo para a reconstituicdo da
parte danificada. Destes materiais, 0os auto-enxertos sdo os mais utilizados
devido a auséncia de resposta imunoldgica. Entretanto, sua aplicagdo esta
limitada a cada caso em particular, ao estado do paciente e a localizacdo e
tamanho do defeito 6sseo. Além disso, 0 uso desse tipo de implante apresenta
numerosas desvantagens: complicacfes pds-operatorias, aumento do tempo

de operacao, dificuldade de uma conformacdo exata ao defeito e, em alguns
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casos, a indisponibilidade da quantidade de 0sso necesséria para restaurar a
cavidade defeituosa (CONSTANTINO et al., 1991; MUTING et al., 1993).

Os principais avanc¢os no campo dos biomateriais tém ocorrido devido ao
aumento da expectativa de vida da populacdo e de acidentes em meios de
transporte. Os cimentos a base de fosfatos de calcio tem sido utilizados como
enxerto 6sseo com grande sucesso nesta ultima década. O termo “cimento de
fosfato de calcio” foi introduzido por Gruninger et. al., (MIRTCHI et al., 1990).
Um cimento desse tipo pode ser preparado misturando-se um sal de fosfato de
calcio com uma solucédo aquosa para que se forme uma pasta que possa reagir
em temperatura ambiente ou corporal dando lugar a um precipitado que
contenha um ou mais fosfato de calcio e ocorrendo a pega pelo

intercruzamento dos cristais deste precipitado.

E importante ressaltar que, apesar de tudo, muitos implantes
apresentam problemas de estabilidade na superficie devido a intera¢cdes com
os tecidos humanos e os fluidos fisiolégicos que entram em contato. Um
aspecto importante sobre as possibilidades de aplicagcdo dos biomateriais € a
necessidade de que todos 0s componentes, como 0s produtos que possam ser
gerados em processos biodegradativos devem ser biocompativeis (MONTEIRO
et. al., 2004).

A incorporacdo de fibras em matrizes frageis de cimento serve para
aumentar a tenacidade a fratura do compdésito pelo processo de freagem da
trinca e consequente aumento nas resisténcias de tracéo e flexdo do compdsito
(KELLY, 1970).

As principais caracteristicas que um biomaterial deve possuir para ser

considerado biocompativel séo as seguintes (CANO et. al., 2004):

o N&o produzir resposta ao sistema imunoldgico;
o N&o ser toxico;

o N&o ser carcinogénico;

o N&o ser incompativel medicamente;

o N&o ser incompativel hemodinamicamente.
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Dentre os materiais desenvolvidos e pesquisados nos ultimos anos, que
possuem essas e outras caracteristicas importantes para utilizagdo como
biomateriais, estdo as bioceramicas de fosfato de célcio. Os fosfatos de calcio
sdo de especial interesse em medicina devido, principalmente, a sua
ocorréncia em calcificacbes normais (dentina, esmalte, 0sso) e patoldgicas

(célculos).

A parte mineral do dente, dentina e osso humano foi identificada como
um fosfato de calcio com estrutura de apatita por volta de 1926 utilizando
difracdo de Raios X (LE GEROS, 1991). Porém, uma de suas limitacdes, é
devida a sua baixa resisténcia mecéanica, sendo, portanto, um material
direcionado para aplicacbes que ndo exijam grandes esforcos mecanicos,

como substituto de ossos da face e cranio, com excecao da mandibula.

Uma fibra embutida numa matriz qualquer contribui para aumentar a
capacidade de suportar esfor¢os do corpo. A carga é transferida da matriz para
a fibra, por deformacdo de cisalhamento na interface matriz-fibra. A
transferéncia de carga tem sua origem, geralmente, como um resultado das
diferencas de propriedades fisicas da fibra e matriz; por exemplo, diferenca de

modulo de elasticidade entre fibra e matriz.

Diferentes mecanismos podem operar durante a fratura do compdsito
dependendo das diferencas em propriedades mecéanicas e geométricas entre a
matriz e a fibra. Em compdsitos de cimento, as fibras sdo normalmente
descontinuas; isto é, elas estdo dispersas na matriz, e ndo atravessam

inteiramente o corpo.

As fibras de reforco em cimentos tipicamente séo confeccionadas em
polimeros, como polipropileno, néilon e fibras de carbono. No caso do uso de
fibras poliméricas para implantacdo, estas deverdo ser constituidas por
polimeros biocompativeis, em virtude da reabsorcéo parcial ou total do cimento
de fosfato de calcio (RAVAGLIOLI, et. al., 1992).

Dentre os biomateriais poliméricos, o poli (acido lactico-co-glicélico)
PLGA tém sido produzidos e usados como implantes que degradam e séo
absorvidos pelo organismo e, por isso, destaca-se devido a sua caracteristica

de biocompatibilidade e bioreabsorcéao.
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O Alginato € um polissacarideo natural relativamente abundante com
potencial para a fabricacdo de biofilmes e fibras devido as suas propriedades
colodais e para a producédo de scaffolds para engenharia de tecidos (tecidos
moles). E um copolimero linear constituido por blocos de B-D- A&cido
manurdénico (unidades M) e de a-L acido gulurénico (unidades G) extraido de
diversas espécies de algas pardas. O Alginato pode reagir com ions divalentes,
por exemplo, de célcio, formando um gel ou com ions polivalentes formando

ligacdes cruzadas.

Devido a sua estrutura linear e elevada massa molecular, o Alginato &
capaz de formar filmes resistentes e boas fibras no estado sélido (RINAUDO,
et. al. 2008).

O Alginato possui facilidade em formar gel, sendo capaz de reter grande
quantidade de agua. A formacao deste gel é independente da temperatura, o
que faz com que este biopolimero seja utilizado na maioria das vezes sob esta
forma. E um material muito utilizado como agente estabilizante em alimentos, e
também na producdo de adesivos, tintas, brinquedos e papéis (OLIVEIRA, et.
al., 2004).

Na area biomédica o Alginato possui algumas caracteristicas vantajosas
como biocompatibilidade, ndo toxicidade, hidrofilico e capacidade de formar
gel. A gelificacdo do Alginato permite a encapsulacédo de varias substancias, e
qgquando modificado quimicamente, é utilizado na liberacdo controlada de
proteinas que promovem a regeneracdo do tecido mineralizado e como
carregador de células transplantadas. Porém, a sua baixa taxa de degradacao
constitui uma desvantagem que ainda esta sendo estudada (AUGST et al.,
2006).

O Alginato de Sédio vem sendo estudado para usos como matriz para
suporte de culturas celulares especificas, imobilizacdo de microorganismos,
excipiente para medicamentos, material para impressao dental e pegativo para
ferimentos (LEE et al., 2004; AUGST et al., 2006; AVELLA et al., 2007; QIN,
2008; KO et al., 2010).

18



O mecanismo da degradacao in vitro dos polimeros bioreabsorviveis tem
sido avaliado nos ultimos anos e demonstra ser um processo heterogéneo na

extensao do material. Resultados semelhantes sao obtidos nos estudos in vivo.

Atualmente, na engenharia de tecidos, para cultura tridimensional de
células, sdo utilizados arcaboucos (scaffolds) de crescimento tecidual de
diversos materiais e composic¢oes. O scaffold € um suporte onde estas células
sdo colocadas para sofrerem uma multiplicacdo celular e também uma
“orientagdo” de seus tecidos. Para isso ocorrer, € necessario um scaffold que
possua um tamanho de poro definido e uma alta porosidade em sua estrutura.
Também é necesséria uma alta area superficial, bioabsorcdo e uma taxa de
degradacéo apropriada, biocompatibilidade, integridade mecéanica para manter
a estrutura e a interacdo com as células permitindo a adesdo o crescimento, a

migracédo e finalmente a diferenciacao celular.

Os cimentos de fosfato de calcio possuem elevado potencial de uso
como materiais para confeccédo de scaffolds, devido a sua biocompatibilidade,
osteocondutividade e bioatividade. No entanto, suas baixas propriedades

mecanicas, notadamente tenacidade a fratura, dificulta sua utilizac&o.

1.2. Objetivo do Trabalho

O objetivo deste trabalho foi 0 aumento as propriedades mecéanicas dos
cimentos 0sseos de a- fosfato tricalcico (a-TCP) através da adicéo de fibras de
PLGA e Alginato de Sddio obtidas por gotejamento e a partir destas fibras
construirem scaffolds pelo método de adicao de esferas de parafina.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Biomateriais

Véarios sdo o0s critérios que um material precisa atender para ser
enquadrado como um biomaterial. Segundo a Conferéncia de Consenso em
Biomateriais para aplicacdes clinicas de 1982 (WILLIAMS, et. al. 1987)
entende-se por biomaterial: “Toda substancia (com exceg¢do de drogas) ou
combinacdo de substancias, de origem sintética ou natural, que durante um
periodo de tempo indeterminado é empregado como um todo ou parte
integrante de um sistema para tratamento, ampliagdo ou substituicdo de

quaisquer tecidos, 6rgdos ou fun¢des corporais".

Isso significa que, no sentido mais amplo, sdo enquadrados nessa
categoria todos os materiais empregados na medicina, odontologia, medicina
veterinaria e farmacologia, além daqueles que entram na forma de implantes
em contato direto com o tecido do corpo. Uma definicdo pratica é dada por
Park, segundo o qual "biomateriais sdo tudo que, de modo continuo ou
intermitente, entra em contato com fluidos corpéreos, mesmo que esteja
localizado fora do corpo” (PARK, 1979). Assim, pinos e placas de fixacéo
externas ndo sdo considerados biomateriais; ao contrario, o sdo bisturis,

laminas e demais instrumentos cirdrgicos.

De uma forma geral, as interagcbes materiais/tecido podem provocar
quatro tipos de reacdes, como mostra a Tabela 1:

Tabela 1: InteragcBes biomateriais com tecidos humanos.

INTERACOES MATERIAIS/TECIDO

Téxica Morte do tecido envoltério
N&o-Toxica Degradavel Substituicdo pelo tecido envoltorio
Nao-Toxica Inativa Formacgdo de uma cépsula fibrosa fina

nao aderente

Nao-TOxica Bioativa Formacé&o de uma ligacao interfacial com

o tecido envoltério
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O desenvolvimento de cimentos de fosfato de célcio é imprescindivel
para 0 avango tecnolégico no campo dos biomateriais. Na literatura
internacional existem poucos trabalhos publicados utilizando fibras
biocompativeis como reforco de cimentos de fosfato de calcio, apesar da
resisténcia mecanica dos cimentos desenvolvidos internacionalmente
apresentarem valores reduzidos quando comparados aos tecidos que se
pretende substituir, possuindo, assim, este sistema compdsito um potencial
enorme de utilizacdo em ortopedia e odontologia. Na literatura consultada,
apenas Santos (2002), realizou um estudo profundo destinado a elevar a
resisténcia mecéanica dos cimentos de fosfato de célcio. Santos obteve um
aumento de até 148% na resisténcia mecanica a compressao com a adi¢ao de

microfibras de nailon, carbono e polipropileno.

2.1.1. Biocompatibilidade e Biofuncionalidade

Biocompatibilidade significa que o material e seus possiveis produtos de
degradacdo devem ser tolerados pelos tecidos envoltérios e ndo devem causar
prejuizo ao organismo a curto e longo prazo. Para que um material seja aceito
clinicamente como um material de implante, ele precisa atender a alguns
requisitos fundamentais, como o material deve ser biocompativel, ou seja, sua
presenca nao deve causar efeitos nocivos, os tecidos ndo devem causar a
degradacédo do material, como, por exemplo, corrosdo em metais, a ndo ser de
forma toleravel, o material deve ser biofuncional, ou seja, deve ter as
caracteristicas adequadas para cumprir a funcdo desejada, pelo tempo

desejado e o material deve ser esterilizavel.

Paralelamente a biocompatibilidade, é importante que o implante permita
o desempenho imediato e com éxito da funcéo especifica (estatica e dinamica)
da parte do corpo que esta sendo substituida. Esta caracteristica esta embutida
no conceito de biofuncionalidade (RAVAGLIOLI, 1992). Nesse conceito estao
incorporados, também, os problemas associados a degradacao quimica dos
materiais, visto que o meio fisiolégico pode ser bastante agressivo - mesmo
aos materiais considerados extremamente inertes gquimicamente, levando a

reducgéo da eficiéncia do implante.
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2.1.2. Classificacdo dos Biomateriais

Os biomateriais podem ser classificados de acordo com o0 seu

comportamento fisiolégico em (HENCH, et. al., 1993):

o Biotoleraveis, materiais apenas tolerados pelo organismo, sendo
isolados dos tecidos adjacentes por meio da formacdo de camada
envoltéria de tecido fibroso. Esta camada € induzida por meio da
liberacdo de compostos de quimicos, ions, produtos de corrosdo e
outros por parte do material implantado. Quanto maior a espessura da
camada de tecido fibroso formada, menor a tolerabilidade dos tecidos ao
material. Os materiais biotoleraveis sdo praticamente todos os polimeros

sintéticos assim como a grande maioria dos metais.

o Bioinerte, materiais também tolerados pelo organismo, mas em que a
formacéo de envoltério fibroso é minimo, praticamente inexistente. O
material ndo libera nenhum tipo de componente ou, mais
realisticamente, o faz em quantidades minimas. A quantidade de células
fagocitarias na interface € minima, a resposta fagocitica sera passageira
e uma fina cdpsula tomara lugar apés o implante. Em alguns casos esta
camada é praticamente imperceptivel. Os materiais bioinertes mais

utilizados séo alumina, zirconia, titanio, liga de titanio e carbono.

o Bioativos, materiais em que ocorrem ligacdes de natureza quimica entre
material e tecido 06sseo (osteointegracdo). Em funcdo da similaridade
quimica entre estes materiais e a parte mineral éssea, os tecidos 6sseos
se ligam a eles, permitindo a osteocondugdo por meio do recobrimento
por células 6sseas. Os principais materiais desta classe sédo os vidros e
vitroceramicas a base de fosfatos de calcio, a hidroxiapatita e os

compostos de fosfato de calcio.

o Absorviveis, materiais que, apds certo periodo de tempo em contato com
os tecidos, acabam sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo
organismo. Tais materiais sao extremamente interessantes em
aplicagbes clinicas em funcdo de ser desnecessaria nova intervengao
cirirgica para a retirada do material de implante. Os principais exemplos

desses materiais séo o fosfato tricalcico (TCP) e o acido polilatico.
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2.2. Cimentos a Base de Fosfato de Calcio

O cimento, de a-TCP, pode ser preparado misturando-se um sal de
fosfato de calcio com 4gua ou com uma solugcdo aquosa para que se forme
uma pasta que possa reagir em temperatura ambiente ou corporal dando lugar
a um precipitado que contenha um ou mais fosfato de célcio e ocorrendo a
pega pelo intercruzamento dos cristais deste precipitado. Esses cimentos
relinem uma série de vantagens que permitem seu uso como preenchimento e
substituto de partes danificadas do sistema 0sseo, dentre as quais nao €
necessario dar forma ao preenchimento e também pode ter minima cavidade
para o preenchimento, a preparagdo € realizada durante o ato cirdrgico, tem
O0timo contato com o o0sso e o0 Iimplante e tem caracteristicas de
biocompatibilidade e bioatividade (SANTOS, 2002).

A principal desvantagem dos cimentos de fosfato de célcio conhecido &
sua baixa resisténcia mecanica, gue no melhor dos casos consegue igualar-se
a do osso trabecular, ou a um quinto do osso cortical. Essas compara¢des sao
mostradas na tabela 2.

Composicbes mais resistentes de cimentos de fosfato de calcio
encontrariam aplicacbes em ortopedia e neurocirurgia, como alternativa para a
consolidacdo de fraturas mdltiplas de ossos longos, fixacdo de préteses
articulares cimentadas e substituicdo de discos intervertebrais e corpos

vertebrais.
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Tabela 2: Comparacédo da resisténcia mecéanica de alguns ossos do corpo

humano e aresisténcia de cimento de fosfato de calcio.

TIPOS Médulo de Resisténcia a Resisténcia a
elasticidade,E tracao,o; compressao,o.
(GPa) (MPa) (MPa)
OSSOS DA PERNA
Fémur 17,2 121 167
Tibia 18,1 140 159
Perénio 18,6 146 123
_ 0OSS0OS DO BRACO
Umero 17,2 130 132
Radio 18,6 149 114
Cubito 18,0 148 117
CIMENTO
TTCP + DCPA® - 12* 34 -51
TTCP + DCPD + HA™ - - 45
B-TCP + MCPM® ] 327 -
B-TCP + DCPD + CC" ) 157 -
a-TCP + HA, Na,HPO, - 35+5

10

"= Resisténcia a compressao diametral, oy

TTCP: Ca,(PO,),0; DCPA: CaHPO,; DCPD: CaHPO,.2H,0; HA: Ca;o(PO,)s(OH),; MCPM:
Ca(H2P04),.H,0; o,B-TCP: o,B-Caz(POy),
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2.2.1. Sistema o-TCP

Dos sistemas de CFC estudados, somente aquele baseado no o-TCP
cumpre com o requisito referente ao pH (entre 6,5 e 8,0) (DRIESSENS et al.,
1997). Poucos estudos tém sido realizados para aperfeicoar o desempenho
mecanico dos CFC baseados no a-TCP. A adicao de hidroxiapatita precipitada
a esses cimentos em niveis de até 4 % tem sido relatada como favoravel a
resisténcia a compressao do material, ao mesmo tempo em que adi¢des de
CaO de até 3% tem um efeito prejudicial sobre a resisténcia (BERMUDEZ, et.
al., 1994).

Driessens et. al.,, (GINEBRA, et. al., 1995) estudaram o efeito da
temperatura e diferentes aditivos sobre diversas propriedades do cimento de a-
TCP. A temperatura do corpo, h4 um aumento da resisténcia mecanica durante
a pega comparada as obtidas a temperatura ambiente, o que foi explicado pelo
aumento da velocidade da reacéo de pega. As adi¢cdes de carbonatos soluveis,
pirofosfatos e, sobretudo de sais de magnésio retardam a pega e pioram a

resisténcia do cimento.

A presenca de CayP,0;, B-TCP ou hidroxiapatita sinterizada, em
quantidade de até 10 %, ndo teve efeito sobre a resisténcia. Adicdes de agar,
acido alginico, caseina, polivinilpirrolidona, dodecilsulfato de sodio, cloreto de
hexadeciltrimetilamonio, gelatina e glutaldialdeido foram prejudiciais para as
propriedades do cimento (DRIESSENS, et al., 1997).

2.3 Polimeros Absorviveis

Os poli (lactides) podem ser considerados policondesados do acido
lactico e pertencem a classe dos um a-hidroxi-acidos. Os polimeros podem ser
obtidos na forma semicristalina utilizando como monémero de partida o acido
lactico, ou acido 2-hidroxi propandico. (OLIVEIRA, L. F., 2008)
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O &cido lactico € bifuncional, possui uma fungcédo alcool e também uma
funcdo &cido carboxilico e pode ser convertido em polimero por muitos
caminhos. O mais simples deles € através de uma policondesacdo
intermolecular, mas por este tipo de rota, se obtém um material de baixa massa
molar. Para se obter mais alto grau de polimerizacdo deve-se usar como
mondmero de partida o dimero ciclico do acido lactico, denominado lactide
(OLIVEIRA, L. F., 2008).

Outra vantagem apresentada pelos Poli (lactides) € que os monémeros
gue sao usados como partida para a sua producéao (acido lactico e lactide), séo
facilmente acessiveis quimicamente. Uma variedade de rotas quimicas pode
ser usada para se obter &cido lactico e através de diferentes técnicas pode-se

converte este lactide com altos rendimentos (OLIVEIRA, L. F., 2008).

2.3.1 Poli (acido lactico-co-acido glicdlico)

O Poli (4cido lactico-co-acido glicolico), PLGA é um copolimero dos
mondmeros &cido lactico e &cido glicolico. Os copolimeros PLGA podem ser
aplicados tantos em dispositivos médicos como na liberacdo controlada de
medicamentos. E importante notar que n&o existe uma relacdo linear entre a
composicdo do copolimero e as suas propriedades mecanicas e de
degradacéo (OLIVEIRA, L. F., 2008). A figura 1 mostra a estrutura simplificada
de uma cadeia de PLGA (OLIVEIRA, L. F., 2008).
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Figura 1: Estrutura quimica de uma cadeia polimérica de Poli (acido lactico-co-
acido glicdlico).

As propriedades desse copolimero s@o bastante influenciadas pela
razdo molar dos monémeros. Para a composi¢ao 50/50, o PLGA é um material
hidroliticamente instavel e mais suscetivel a degradacdo entre 1 e 2 meses,
enquanto que para razdes 75/25 e 85/15 a degradacao varia nas faixas de 4 a
5 meses e 5 a 6 meses, respectivamente (OLIVEIRA, L. F., 2008). Produtos
comerciais com diferentes propor¢cdes dos mondmeros tém sido desenvolvidos
para uma ampla gama de aplicacdes biomédicas. PuraSorb®PLG é um
copolimero semicristalino bioabsorvivel de L-acido lactico e acido glicélico com

0S mondmeros na razao de 80L/20G.

Um copolimero contendo 90% de acido glicélico (GA) e 10% de &cido L-
lactico (LA) foi inicialmente utilizado para o desenvolvimento de suturas com
multifilamento Vicryl®. Uma versdo modificada dessa sutura, Vicryl Rapid®, é
irradiada para aumentar a taxa de degradacéo. PANACRYL® E outro material
polimérico que esta sendo desenvolvido comercialmente a partir do copolimero
com uma razao LA/GA, com objetivo de diminuir a taxa de degradacdo. Outros
copolimeros tém sido desenvolvidos para a fabricacdo de suturas com

monofilamento.
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Dentre estes podemos incluir o poli (acido glicolico-co-trimetileno
carbonato) e poli (4cido glicélico-co-caprolactona), contendo segmentos duros
e moles ao longo da cadeia polimérica. Outras aplicagdes para o PLGA sdo em
forma de malhas (Vicryl Mesh®), reforcos de sutura, substituicdo de pele. A
engenharia de tecidos para enxertos cutaneos utilizam o Vicryl Mesh® como
suporte para estrutura (OLIVEIRA, L. F., 2008).

Demonstrou-se que o PLGA sofre hidrélise através das ligacdes de éster
e a taxa de degradacao depende de uma série de parametros incluindo a razao
LA/GA, a massa molecular, a forma e a estrutura da matriz polimérica. Varias
formas de PLGA como, por exemplo, microesferas, microcapsulas,
nanoesferas, nanocpsulas e nanofibras tém sido desenvolvidos para a

liberacdo controlada de farmacos ou de proteinas (OLIVEIRA, L. F., 2008).

Os poliésteres PGA, PLA e PLGA podem ser obtidos por duas rotas
sintaticas principais: por policondensa¢cdo direta dos mondmeros ou por
polimerizacdo por abertura de anéis de dimeros ciclicos (OLIVEIRA, L. F.,
2008).

2.3.2 Fibras de poli (4cido latico)

Em 1960, comecaram as primeiras suturas biodegradaveis aprovadas na
industria médica formadas de &cido lactico e acido glicélico (GILDING, et. al.,
1979). Desde aquele tempo outros dispositivos médicos, baseado em lactico e
acido de glicélico, como também outros materiais, inclusive copolimeros de poli
(dioxanona) e poli(trimetileno carbonato), e homopolimeros e copolimeros
poli(e-caprolactona), foram aceitos para uso como dispositivos biomédicos
(Barrows TH,1986). Além destes dispositivos aprovados, muitas pesquisas
continuam em polianidridos, poliortoésteres, e outros materiais (SANTOS,
2002).

Os polimeros bioabsorviveis sdo capazes de degradarem-se em
compostos de menor peso molecular, sendo envolvidos nas vias metabdlicas.
O principal processo quimico envolvido na absor¢do dos polimeros
bioabsorviveis € a reacdo de hidrolise e quebra da cadeia principal do

polimero. Na verdade, tem sido proposto que o termo mais adequado para a
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reacao dos biopolimeros absorviveis no corpo humano seria a bioerosdo, onde
um polimero insollvel em agua que é convertido sob condic¢des fisiologicas em
materiais sollveis em agua, sem preocupacdo com 0 mecanismo especifico
envolvido no processo de erosao. (OLIVEIRA, L. F., 2008)

A bioeroséao inclui os processos fisicos (como dissolucdo) e quimicos
(como clivagem da cadeia). O termo “bio” indica que a erosdo ocorre em
condigfes fisioldgicas. Desta forma, o termo mais adequado seria “polimero
bioerodivel” em substituicdo ao termo “polimero bioabsorvivel”’. Entretanto, o
termo mais frequentemente utilizado € o segundo, consagrado pelo uso.
(OLIVEIRA, L. F., 2008)

Atualmente tém-se usado polimeros sintéticos bioabsorviveis para a
confeccdo de barreiras mecanicas, 0os quais oferecem controle da estrutura e
propriedades assim como estrutura fisica e quimica, cristalinidade, condicdes
hidrofilicas e hidrofobicas, padrao de degradacédo e propriedades mecanicas.
Este material pode ser processado em varias formas e microestruturas, assim
como a area superficial desejada, quantidade, tamanho e distribuicdo dos
poros. Ha também crescente atencdo aos polimeros sintéticos para as
potencialidades em o6rgaos artificiais e como sistemas liberadores de drogas
(OLIVEIRA, L. F., 2008).

Existem diversos métodos de obtencéo de fibras poliméricas, sendo que
0s métodos citados em literatura para obtengéo de fibras por: electrospinning e

processo de separacao de fases.

2.3.3 Alginato de Saodio

Alginatos sdo de grande interesse como potencial componente estrutural
de filmes e coberturas por causa de suas propriedades coloidais Unicas, na
qual inclui compactagcédo, estabilizacdo, suspensao, formacao do filme,
producdo do gel, e estabilizacdo da emulsao (KING, 1983; MOE et al., 1995).
Ele é um carboidrato coloidal hidrofilico extraido com alcali diluido de varias
espécies de algas Phaeophyceae.
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Em termos moleculares, o Alginato é da familia de copolimeros binarios,
composto por ligagbes 1-4 de 4cido B-D-manurdnico (M) e acido a-L-gulurdnico
(G), de larga variacdo na composicdo e estrutura sequencial (KING, 1983;
MOE et al., 1995). Estes monOGmeros sao organizados em blocos ao longo da
cadeia, que podem ser compostos por blocos de homopolimeros (GG e MM)
junto com blocos alternados (MG) na mesma molécula, como pode ser visto na
figura 2 (SMIDSROD, 1974).
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Figura 2: Estrutura do acido B-D-manurdnico (a), a-L-gulurdnico (b) e Alginato (c)
(ERTESVAG & VALLA, 1998).

A diferenca na sequéncia e no conteudo de blocos determinara a
flexibilidade da cadeia, influenciando na solubilidade e estabilidade do gel que
sera formado. Blocos MG, por exemplo, formam cadeias mais flexiveis e mais
soluveis em pH baixos e a estabilidade do gel esta diretamente relacionada ao
contetido de blocos G (ERTESVAG , et. al., 1998).

Acido alginico é o Unico polissacarideo que contém, naturalmente,
grupos carboxilicos em cada constituinte residual, e possui varias habilidades
funcionais (IKEDA et al.,, 2000). A propriedade mais usada e Unica em
Alginatos € sua habilidade de reagir com cations polivalentes, especialmente
ions célcio, para produzir géis fortes ou polimeros insoliveis (GRANT et al.,
1973; KING, 1983).
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Considerando a importancia potencial como uma fonte natural e
renovavel do &cido alginico, ele € usado para o desenvolvimento como uma
fonte para filmes comestiveis ou biodegradaveis (LAZARUS et al.,, 1976;
WILLIAMS et al., 1978; PARRIS et al., 1995; PAVLATH et al., 1999). A principal
aplicacado comercial do Alginato € na forma de sal, sendo largamente utilizado
nas industrias alimenticia, farmacéutica, téxtil e de papel (MANCINI et al.,
1996).

Sais formados por ions monovalentes (sodio, potassio, amonio) formam
Alginatos soluveis em agua e por ions multivalentes (calcio, magnésio, cromo,
bério, aluminio), insoliveis em agua. O Alginato de Sodio em pd pode ser
caracterizado através da determinacgdo da porcentagem de blocos manurénicos
(M) e gulurbnicos (G) utilizando espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (NMR) e a viscosidade intrinseca [u] em NaCl 0,1M (PAVLATH et al.,
1999).

A viscosidade de solugbes de Alginato depende dos arranjos dos blocos
M e G e a Tabela 3 apresenta caracteristicas de Alginatos obtidos dos dois
principais tipos de algas, uma rica em grupos M e outra em grupos G.
Comercialmente eles s&do divididos em trés classes de acordo com a
viscosidade: baixa viscosidade (LV), média viscosidade (MV) e alta viscosidade
(HV). A relacéo entre viscosidade intrinseca e a massa molecular média (Mn)
de qualquer tipo de Alginato de Sdédio é calculada pela Equacdo de Mark-
Houwink (CLEMENTI et al., 1999), conforme a Equacéo [1].

[u] =1, 228.10* . M*% [Equacéo 1]

O grau de polimerizacao, dp, é obtido pela relacéo d, = M, / 198.
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Tabela 3: Principais propriedades quimicas (XG e XM) e fisicas (4, My, d,) do Alginato.

Alga Tipo N° Xe(%) Xu(%) | p(dL/g) | My(kDa) d,
Macrocystis LV 0,38 0,62 5,9 72,7 367

pyrifera )
At-M 1y | o35 | o065 | 96 | 1199 | 606

HV 0,37 0,63 10,7 134,5 679

Laminaria LV 0,63 0,37 59 73,1 369

hyperborea i
Alo-G |y | o057 | 043 6.8 84.6 427

HV 0,63 0,37 17,0 217,7 1099

N° é a codificagdo para viscosidade do Alginato; Xg(%) € a porcentagem de acido gulurénicos;
Xu(%)é a porcentagem de acido manurénicos (M); u(dL/g) é a viscosidade intrinseca em NaCl
0,1M; My(kDa) é a massa molecular média; d, grau de polimerizagéo.

Conforme apresentado na tabela 4, a composi¢cdo molecular especifica
de uma amostra de Alginato depende da alga de onde o mesmo € extraido,
podendo ocorrer variagbes nas porcentagens de acido manurdnico (M) e

gulurénico (G).

A estrutura do gel de Alginato é governada nao somente pela
concentracdo e estrutura quimica do material do gel, mas também pela cinética
de formacdo do mesmo, que depende da concentracdo de cations, da forca
ibnica e do pH. A formacdo do gel de Alginato de calcio é uma operacdo
complexa e depende do tipo de Alginato utilizado, do grau de associacao entre
o Alginato e o calcio, da fonte de ions de célcio (cloreto, fosfato, lactado ou

acetato de calcio) e dos métodos de preparacdo (PAVLATH et al., 1999).

2.3.4 Reforgo de Cimento por Fibras

A carga é transferida, pela matriz, para a fibra, por deformacdo de
cisalhamento na interface matriz-fibra. A transferéncia de carga tem sua
origem, geralmente, como um resultado das diferencas de propriedades fisicas

da fibra e matriz. Expressdes que mostram a variacdo da tensdao de

32



cisalhamento ao longo da interface-fibra matriz, e da tenséo de tracdo na fibra
podem ser obtidas por um equilibrio de forcas atuando num elemento de
volume da fibra. Diferentes mecanismos podem operar durante a fratura do
composito, dependendo das diferencas de propriedades mecanicas e
geometria entre a matriz e a fibora. Em compdsitos de cimento as fibras sao

normalmente descontinuas, isto €, elas estdo dispersas na matriz, e ndo

atravessam inteiramente o corpo.

Estudos tém mostrado que, ao contrario do que ocorre com fibras
descontinuas, as fibras continuas em matrizes de cimento Portland hidratado
podem ser consideradas como sendo simplesmente ligadas a matriz, a qual
transfere pouca ou nenhuma carga as fibras. A tensdo de tracédo na fibra é

essencialmente constante ao longo do seu comprimento.

A incorporacdo de fibras em matrizes frageis de cimento serve para
aumentar a tenacidade a fratura do compdésito pelo processo de freagem da
trinca e consequente aumento nas tensdes de tracdo e flexdo do compdsito
(KELLY, 1970). Dois métodos principais tém sido utilizados para aumentar a
resisténcia a fratura dos cimentos 6sseos de PMMA: reducéo da porosidade e
adicao de fases de reforco. (TOPOLESKI et al., 1995).

O conhecimento das propriedades das fibras € importante como subsidio
ao projeto estrutural. Uma elevada resisténcia a tracdo da fibra é essencial
para uma acao eficaz de reforco. Quanto maior a razdo entre o modulo de
elasticidade da matriz e da fibra, maior seré a transferéncia de tragdo da matriz
para as fibras. Fibras com altos valores de deformag&o na ruptura promovem
elevada capacidade de deformacdo do compdsito. Problemas associados com
o desligamento na interface matriz-fibra sdo prevenidos pela utilizacdo de

materiais com baixos valores de mdédulo de Poisson.

Na pratica, muitas fibras tém falhas superficiais devido a manipulacéo,
processamento, envelhecimento, etc.; tais defeitos afetam a resisténcia
mecanica dos compoésitos. A reducdo da resisténcia devido a defeitos nas
fibras varia com o comprimento e diametro da fibra (RILEY, et. al., 1968;
PARATT, 1960). Pouca atencdo tem sido dada aos efeitos de fibras
defeituosas em compositos de cimento. Deve-se, também, salientar que a
tenséo de tragéo nas fibras decresce quando aumentamos o seu comprimento.
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2.4 Scaffolds

A medida que ha uma melhoria na tecnologia aplicada a satde humana,
a expectativa de vida vem aumentando, mas nem todas as partes do corpo
podem manter suas fun¢ées com o processo de envelhecimento. E preciso que
0S 0SS0s e a cartilagem apoiem o envelhecimento do corpo, embora as células
que os produzem se tornem menos ativas com o tempo. Outros 6rgaos, tais
como os rins, 0 coracao e o figado devem ser operados para ter um tempo de
vida maior (SCHEFFLER, et. al., 2005).

Procedimentos cirargicos para o reparo de perda de tecido devido a
algum trauma ou extracdo de tecido doente envolvem implantes de enxerto
(transplantes), que podem ser doados de um sitio do mesmo paciente
(autoenxerto), de outro ser humano (homoenxerto) ou de outras espécies
(xenoenxertos). Tanto nos homoenxertos quanto nos xenoenxertos, ha a
possibilidade de transmisséo de doencgas, o que faz com que haja uma grande
demanda para substitutos sintéticos especialmente projetados e fabricados
para agir como um scaffold (arcabouco tridimensional poroso) na regeneracao
de tecidos para seu estado natural e suas funcdes, que € fundamental para a
engenharia tecidual (SCHEFFLER, et. al., 2005).

Os scaffolds normalmente possuem propriedades osteocondutivas, e
raramente propriedades osteoindutivas ou osteogénicas, além de possuirem a
grande vantagem de servir de suporte mecanico (BLOM, 2007). Quando
utilizados para regeneracdo do tecido 6sseo, os scaffolds podem ser
classificados em dois tipos: arcaboucos que induzem a migracdo e o
crescimento celular, provenientes de tecidos vizinhos, para a formacdo de
tecido 6sseo; arcaboucos carreadores de células osteogénicas autdgenas, que
foram colonizadas em biorreatores e subsequentemente reimplantadas no
paciente (BURG, et al, 2000). Eles podem ser de origem natural, como as
ceramicas, a exemplo do coral; sintéticos bioabsorviveis, como o PLGA (Poli
acido glicolico - acido latico), caprolactama (CPL) e ceramicas porosas; ou
hibridos (AHSAN, et al., 2005).
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Deste modo, essa ciéncia visa criar e aprimorar novas terapias e/ou
desenvolver novos biomateriais que restaurem, melhorem ou impecam o
agravamento da funcao tecidual comprometida, o que resulta em reducao
significativa de custos (KAIGLER, et al., 2001; SACHLOS, et al.,, 2003;
MARINS, et al., 2004).

Varios materiais vém sendo desenvolvidos para utilizacdo em implantes
cirdrgicos e dispositivos médicos-odontologicos. Hench (HENCH, et. al., 1998)
indicou que, devido as limitacdes da utilizacdo de enxerto 6sseo autdgeno,
materiais sintéticos para essa aplicacdo vém sendo pesquisados com uma

alternativa de tratamento e lesdes em tecido 4sseo.

Os eventos que sdo esperados que 0s implantes promovessem nos

tecidos vivos sao:
e Habilidade de se auto-reparar;
e Capacidade de manutencédo do suprimento sanguineo;
e A alteracdo da sua estrutura em resposta a fatores ambientais.

Espera-se, ainda, que 0s novos biomateriais possam, através da
interacdo entre biologia e engenharia, promover um reparo tecidual por um
tempo mais longo do que a limitada expectativa de vida para os implantes
humanos (HENCH et al., 2000). Dentre os biomateriais que foram
desenvolvidos, e vem sendo aperfeicoados estdo alguns polimeros (poli (e-

Caprolactona), poli (metacrilato de metila), etc.), ceramicas (hidroxiapatita),

vidros bioativos (Bioglass®), compdésitos (Poli (E-Caprolactona) (PCL) e a-

Fostato Tricalcico (a-TCP) (SOLOMAO, et. al., 2011), hidroxiapatita-titania
(GOMIDE, et. al., 2005)), etc.

Para que sejam desenvolvidos scaffolds, algumas caracteristicas devem

ser levadas em conta, a saber:
e Devem suportar a deposicéo e crescimento celular;

e Devem possuir uma taxa de degradacéo controlada a fim de suportar as
duas fases de desenvolvimento tecidual (in vitro e in vivo), sem perder as

propriedades mecéanicas necessarias para substituir o tecido perdido;
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e Devem ter uma taxa de degradacédo de tal forma que haja espaco
suficiente para o tecido se desenvolver, a medida que o material é
reabsorvido (RATNER et al., 1996).

A tabela 4 resume o comportamento do scaffold quando acrescentada

células em sua matriz para reparagdo 0ssea.
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Tabela 4: Par@metros estruturas do scaffolds para aplicagéo.

COMPORTAMENTO BIOLOGICO DOS SCAFFOLDS ACRESCIDA DE
CELULAS NA REPARACAO OSSEA

Funcédo do scaffold

Caracteristica necessaria para
cada funcéo do scaffold

N&o provocar resposta inflamatoria de
toxidade in vivo

Deve ser biocompativel, ndo-téxico
e ndo carcinogénico

Ajudar o crescimento tridimensional de
tecidos e 6rgaos

Forma especifica tridimensional

Semear uniformemente alta qualidade de
células

Apresentar alta porosidade e alta
conectividade entre 0s poros

Permitir ades&o, proliferacéo e
diferenciacao celular.

Possuir superficie quimica e
topografia apropriadas

Permitir interacdes significativas entre as
superficies celulares e anexas

Relagéo area de superficie x
volume

Promover proliferacdo e migragéo celular e
conduzir o crescimento de tecido ao longo
do scaffold

Tamanho de poros apropriados
para permitir a penetragdo de
células e a interconectividade entre
elas

Dirigir e orientar as células da matriz
extracelular para formacéo de novo tecido

Orientacéo correta das fibras
dentro do scaffold

Permitir o movimento de nutrientes dentro e
fora do scaffold

Alta porosidade e
interconectividade entre os poros

Degradagéo do scaffold para permanecer
somente tecido natural

Taxa de degradacdo dos scaffolds
ndo devem ser tOXicos nem
promover inflamagé&o in vivo

Integridade estrutural suficiente para reter
forma in vivo com tensdo mecéanica
suficiente para apoiar o tecido em
desenvolvimento e resistir em forcas in vivo

Scaffold deve igualar-se as
propriedades mecénicas do tecido
em desenvolvimento

(EDWARDS et al.,2004)
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A engenharia tecidual vem permitindo a utilizacdo de células do préprio
paciente, de doadores e células-tronco fetais ou de adultos, cultivados em
scaffolds de materiais compativeis com o organismo. Essa metodologia
aparece como uma boa alternativa para aplicacbes médicas pelo beneficio ao
paciente, uma vez que, a partir de um pequeno numero de células, via
expansdo em culturas in vitro, podem minimizar a rejeicdo dos implantes
(KELLOMAKI et al., 2004; MAY et al., 2007).

Atualmente, em engenharia de tecidos, para cultura de células séo
utilizados arcaboucos de crescimento tecidual (scaffolds) de diversos materiais
e composicdes Para isso ocorrer, € necessario um scaffold que possua um
tamanho de poro definido e uma alta porosidade em sua estrutura. Também é
necessaria uma alta area superficial, biodegradabilidade e uma taxa de
degradacéo apropriada, biocompatibilidade, integridade mecanica para manter
a estrutura e a interagdo com as células permitindo a adesao o crescimento, a

migracéao e finalmente a diferenciacao celular (MAY et al., 2007).
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3. MATERIAIS E METODOS

A parte experimental foi dividida em quatro etapas. A primeira etapa
consistiu na obtencdo dos pos de cimento de fosfato de célcio (a-TCP), a
construcdo de scaffolds puros, pelo método utilizando esferas de parafina, e a

caracterizagao fisico-quimica.

A segunda etapa do trabalho foi a obtencédo das fibras de Alginato de
Sadio e PLGA, por liofilizacdo, somente dissolvido, congelado e liofilizado
(TIPS — Thermo Induced Phase Separation ou Separacdo de fases
termicamente induzida). A primeira e a segunda etapa estdo resumidas no

fluxograma, figura 3.
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Caracterizacdo do Obtencéo das esferas de parafina

Po6 de o-TCP

l Obtencao do Scaffold Puro (a-TCP)

Infravermelho (1V)
Granulometria a laser

4

Caracterizacdo do Scaffold
Puro (a-TCP)

Difracéo de Raios X ) ;
Absorcdo Aparente, Densidade e Porosidade

Teste de Pega: Impedancia

4

Material dissolvido, congelado e liofilizado

Alginato de Sédio A PLGA

Infravermelho (1V) Infravermelho (1V)

Analises “in vivo”

Figura 3: Fluxograma com o resumo da Primeira e Segunda etapa realizado no

trabalho.
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A terceira etapa consistiu ha obtencao das fibras de Alginato de Sédio e
PLGA, com gotejamento em diversos reagentes sob agitacdo e, apods,

congelamento e liofilizag&o.

A gquarta etapa foi a obtencdo dos scaffolds de cimento de fosfato de
calcio (a—TCP) puro e contendo adicfes de fibras de Alginato de Sédio e PLGA
pelo método de obtencdo de poros por materiais volateis (esferas de parafina)
sua caracterizacao fisico-quimica e de citotoxicidade. A terceira e quarta etapa

estdo resumidas no fluxograma, figura 4.

Para uma melhor organizacdo no capitulo de Materiais e Métodos,
primeiramente, foram descritas todas as etapas para obtencdo dos materiais. O
capitulo 3.7. é especialmente para descrever cada técnica de caracterizacao e

equipamentos utilizados na realizagao do trabalho.
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Material dissolvido e gotejado (1, 2, 3, 4 e 5x) em etanol, isopropilico e
metanol

Fibras de Alginato de Sodio e de PLGA congeladas e liofilizadas

Caracterizacao das Fibras de Alginato de sodio e PLGA

Infravermelho (IV)

Quarta Etapa:
Construcao dos compositos: a-TCP fibras de Alginato de sédio e PLGA

Scaffolds de a-TCP + fibras de Scaffolds de a-TCP + fibras de
Alginato de soédio (1, 2, 3, 4%) m/v v PLGA (1, 2, 3, 4%) m/v
Caracterizacéo dos Scaffolds

Absorcéo, Densidade e Porosidade

SBF (Simulated Body Fluid ) ou FCS (Fluido Corpéreo Simulado)

Figura 4: Fluxograma com o resumo da terceira e quarta etapa realizada no trabalho.
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3.2. Obtencdo do p6 de cimento de fosfato de calcio (a-fosfato
tricalcico)

O cimento de a-fosfato tricalcico (a-TCP) foi sintetizado em laboratoério
utilizando-se o carbonato de calcio (CaCO3) (Nuclear) e o pirofosfato de calcio
(y-Ca,P207). A homogeneizagéo inicial entre os precursores foi realizada a
seco em moinho de bolas de alumina por 1 h. O processo de calcinagéo
permitiu a reacao dos dois precursores quimicos, a fase gama do pirofosfato de
calcio e carbonato de calcio, que foram mantidos em forno tipo mufla a
temperatura de 1300 °C por 5 h, seguido de resfriamento brusco. Os valores
para realizacdo da sintese do o—TCP foi calculado a partir da seguinte reacéo

quimica.

CaCO3 + CayP,07; — a Cas (PO4)2 + CO» [Equagéo 2]

O a-TCP apos resfriamento foi desagregado manualmente com
almofariz e pistilo de porcelana e passado em peneira malha 20 ABNT (850
um). A moagem a Umido foi feita utilizando &lcool etilico absoluto (Vetec®)
(CH3CH,0OH) por 2 horas. A composicdo resultante foi alocada em uma
bandeja de aco inoxidavel, onde permaneceram 72 horas em estufa a 70 °C

para promover a evaporacao total do alcool.

ApoOs a moagem em alcool, o a-TCP passa a se chamar cimento, pois a
partir deste momento se reagir com agua ocorre o endurecimento. A fracédo
liquida do cimento foi formulada com o objetivo de se obter uma solucéo
aguosa aceleradora da reacao de presa do cimento, semelhante a composicéo
utilizada na literatura para mistura de cimentos de a-TCP. A formulagcdo mais
difundida para a fracdo liquida corresponde a uma solucdo de 2,5% de
hidrogenofosfato disdédico (Na,HPO,4) em agua destilada e deionizada, sendo

esta a utilizada. O cimento obtido foi caracterizado pelas seguintes técnicas:
e Fases cristalinas. Difragédo de raios X qualitativa (DRX);

e Grupamentos quimicos. Espectroscopia de infravermelho (IV);
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e Tamanho de particulas: Analises de granulometria a laser.

Os p0s obtidos foram misturados a fase liquida (2,5% Na,HPO, - Fosfato
de sédio bibasico—dodecahidratado PA (Vetec®) para reacdo de presa do
cimento, sendo obtidos corpos-de-prova puros e com a adicdo de fibras de
Alginato de Sodio e PLGA em volume de 1%, 2%, 3% e 4%. Suas propriedades

fisico-quimicas e mecanicas foram analisadas utilizando os seguintes ensaios:

e Determinacédo do tempo de pega: Método por Impedéancia e comparacao
com o método das agulhas de Gilmore (norma ASTM: C 266 — 1999);

¢ Resisténcia mecanica: Ensaios de compresséo e flexao;
e Kicelg;

e Grupamentos quimicos. Espectroscopia de infravermelho (V).

3.3. Obtencéo das fibras de Alginato de Sédio e PLGA por TIPS
Primeiramente, o PLGA (PURASORB®) fabricante PURAC®, foi
dissolvido em cloroférmio em um agitador magnético por 1 hora em agitacdo
méaxima (600rpm) e em diferentes concentracdes (0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1% wi/v); 0
mesmo foi realizado para o Alginato de Sédio (Aldrich®, pureza >99,5%), mas

utilizando como solvente agua destilada e deionizada.

Posteriormente dissolvidos, o PLGA e o Alginato de Sodio foram
alocados em recipientes do equipamento de liofilizacdo (manifolds) e
congelados por 24 horas a uma temperatura de aproximadamente de -20°C e
depois levadas para liofilizacdo. O equipamento utilizado para liofilizacédo foi da

marca Terroni, modelo Enterprise II.
Os materiais obtidos foram caracterizados por:
e Microestrutura. Microscopia eletronica de varredura (MEV);

e Grupamentos quimicos. Espectroscopia de infravermelho (1V).
3.4. Obtencdao das fibras de Alginato de Sédio e PLGA por gotejamento
Um segundo método para obtencdo das fibras foi preparado com

Alginato de Soédio (Aldrich®, pureza >99,5%) com concentracdes de 1 e 2%,

dissolvido em agua deionizada em agitador magnético por 2 horas (600 rpm) e
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para o PLGA também foi utilizado no mesmo método e concentracdes de 1 e

2%, mas como solvente cloroférmio.

As solucdes foram gotejadas até cinco vezes em trés reagentes
diferentes (lcool etilico P.A. (Vetec®), alcool isopropilico P.A. (Vetec®) e
metanol (Synth®) sob agitagéo (~600 rpm), por 30 minutos. Depois de retiradas
as amostras utilizando uma pinc¢a, peneira para escorrer o excesso de liquido e
colocado em congelador (-20° C) durante no minimo de 24 horas e

posteriormente liofilizadas.

Foram determinadas as caracteristicas das fibras selecionadas mediante

a determinacao de:
e Morfologia: Microscopia eletrénica de varredura (MEV);

e Grupamentos quimicos: Espectroscopia de infravermelho (V).

3.5. Obtencéo de Cimento de Fosfato de Célcio com fibras de Alginato
de Sodio e de PLGA

A composicéo de cimento de fosfato de célcio obtida no item 3.1. foram
adicionadas as fibras obtidas no item 3.3., nos teores de 0, 1, 2, 3, 4% em
volume. Foram confeccionados corpos-de-prova, sendo determinados suas

propriedades fisico-quimicas e mecanicas, utilizando dos seguintes ensaios:

¢ Resisténcia mecanica: Ensaios de compressao e Kic e Jic (Norma ASTM
E 1820-96);

e Microestrutura: Microscopia eletrénica de varredura (MEV).

3.6. Obtencgdes de esferas de parafinas

Para o estudo e obtencao de parafina na forma de microesferas utilizou-
se um béquer com capacidade para 1 litro contendo 500 mL de &gua
deionizada, foi adicionado 4g de poli (alcool vinilico) (PVA) (Kuraray Poval®), 59
de sulfato de sédio (Na,S0.) (Synth®). Esta solucdo foi aquecida até 100°C e
no final adicionada a parafina comercial (Petrobras) e aguardada sua total
fusdo (67°C). Colocou o sistema sob agitagdo magnética a 400 rpm durante
aproximadamente 10 a 15 minutos para a formagdo de uma espuma

consistente e branca. Depois da formacédo da espuma o agitador magnético foi
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desligado e feito um choque térmico com a adicdo de 500 ml de agua fria (com

a temperatura de aproximadamente 5°C).

As esferas foram colocadas em uma torre de peneiras, lavadas com
agua destilada e separadas em faixas granulométricas. As esferas foram
lavadas com agua destilada e deionizada, secas a temperatura ambiente e
armazenadas em dissecador. A faixa granulométrica das esferas de parafina
utilizada no trabalho foi entre 250 a 100 pm.

3.7. Preparagdes dos Scaffolds de cimento com fibras
3.6.1 Preparagéao dos Scaffolds com fibras de Alginato

Depois de obtido e caracterizado o cimento de fosfato de calcio (a-TCP)
e das fibras liofilizadas de Alginato de Sodio, foi realizada a preparacdo dos
scaffolds. Primeiramente, as fibras liofilizadas de Alginato de Sodio foram
selecionadas, separadas (para manter homogeneidade de mistura) e
misturadas ao po6 de fosfato de célcio (a-TCP) com esferas de parafina e ap6s
adicionada a fase liquida, na proporcédo de 1 ml para cada 1g de cimento.

As esferas de parafina foram adicionadas nas seguintes porcentagens
em volume: 57, 63 e 66% (densidade da parafina = 0,89 g/cm?, densidade do
cimento de fosfato de célcio (a-TCP) = 2,35 g/cm?). Para construcdo de todos

os scaffolds que continham parafina foi utilizado o volume de 63%.

A pasta obtida foi vazada e colocadas em diversos tipos de moldes:
molde de aco inoxidavel em forma de cilindros (altura de 12 mm e diametro de
6 mm) e em dois tipos de moldes de silicone em forma de barras com e sem
trinca (barras sem trinca (altura de 7,2 mm, comprimento da barra de 34 mm e
largura de 6 mm) barras com trinca (altura de 5,7 mm, comprimento da barra
de 50 mm e largura de 11 mm) seguindo-se as orientacdes da Norma ASTM E
1820-96 (ASTM, 1996) e colocadas em recipiente a 100% de umidade e
alocadas em uma estufa com temperatura controlada de 37°C por 48 horas
para obter sua total pega. Depois de 48 horas foram retiradas dos seus moldes

e submetidas a tratamento térmico e quimico para extragéo da parafina.

A extracdo da parafina dos scaffolds com fibras de Alginato de Sodio (1,

2, 3, 4%) consistiu em colocar as amostras sobre papéis absorventes em uma
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estufa a 50°C por 24 horas, pois 0 processo inicial de degradacdo do Alginato
de Sddio é a partir de 67°C, e posteriormente os scaffolds ficaram submersos
em Peroxido de Hidrogénio P.A. a temperatura ambiente por 48 horas. Para
finalizar foram colocados novamente na estufa a 50°C por 24 horas. Os

materiais obtidos foram analisados pelos seguintes ensaios:

e Microestrutura: Microscopia eletronica de varredura (MEV);

¢ Resisténcia mecanica: Ensaios de compressao e Kic e Jic(Norma ASTM
E 1820-96).

3.6.2 Preparacgao dos Scaffolds com fibras de PLGA
O mesmo método de mistura das fibras de Alginato foi utilizado para

misturar as fibras de PLGA com o cimento de fosfato de calcio (a-TCP) e assim

a preparacao dos scaffolds.

A pasta obtida, também foi vazada e colocadas nos mesmos de moldes
de silicone e o de aco inoxidavel utilizados no item 3.6.1.e deixadas a

temperatura ambiente por 48 horas para sua total pega.

Depois foram retiradas dos seus moldes (amostras contendo a-TCP, e
esferas de parafina e a-TCP, esferas de parafina e fibras de PLGA com (1, 2, 3
e 4%) e submetidas ao mesmo tratamento térmico e quimico para extracao da

parafina.

A extracdo da parafina consistiu em colocar as amostras sobre papéis
absorventes em uma estufa a 100°C por 24 horas para extracdo da maior parte
de parafina e, posteriormente as amostras com PLGA foram submersas em
Per6xido de Hidrogénio P.A. por 48 horas em temperatura ambiente e
retornaram para estufa a uma temperatura de 100°C. Foi utlizada a
temperatura de 100°C para extracdo da parafina nos scaffolds com fibras de
PLGA, pois o ponto de fusdo do PLGA é acima de 200°C (entre 255 a 230°C).

E foram caracterizadas pelos mesmos metodos descritos no item 3.6.1.
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3.7 Caracterizacdo dos Materiais Obtidos

3.7.1 Difragéo de Raios X

Para esta andlise utilizou-se o Difratbmetro Phillips X"Pert MPD com
tubo de cobre (radiacéo K, = 1,5418 A). A tensdo e a corrente utilizadas no
tubo foram 40 KV e 40 mA, respectivamente, para a obtencdo dos
difratogramas. A velocidade de varredura do gonidometro foi de 0,05° por
segundo, sendo o intervalo de varredura de 10° a 75°. Para a realizacdo deste
ensaio os pés foram compactados em um porta-amostra usando um peso

padrao (o conjunto acompanha o difratdbmetro da Phillips).

3.7.2 Espectroscopia de Infravermelho

Espectroscopia de infravermelho (V). O equipamento utilizado para esta
caracterizacdo foi um Espectrobmetro Spectrum 1000 num intervalo de 500 a
4000 cm™,

3.7.3 Andlise granulométrica a Laser

Foram feitas andlises de granulometria a laser em um equipamento
CILAS 1180 (faixa de deteccdo do aparelho de 0,04 a 2500 pm) utilizando
alcool isopropilico.

3.7.4 Determinacédo do tempo de pega: Método por Impedancia

O método usual para caracterizacdo da reacdo de pega do cimento é
pelas agulhas de Gilmore, com base na norma ASTM: C 266 — 1999. Este
método utiliza um carater mecéanico: o cimento é considerado curado quando

ele puder resistir a uma carga mecanica aplicada, sobre a sua superficie.
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Neste trabalho o tempo de pega do cimento foi determinado pela
impedancia do material, com base em uma reacdo de Oxi-reducao. Foi
utilizada uma fonte com Tensé&o de até 30 kV, um amperimetro (Minipa®), um
voltimetro (Minipa®), dois eletrodos feitos de uma chapa de cobre (com
dimensdes de 1 cm de altura e 4 cm de comprimento) e um molde de silicone
onde foi vazado o cimento de fosfato de calcio (a-TCP). A figura 5 mostra o

esquema de montagem do sistema.

—» MOLDE DE SILICONE

PASTA DE o-TCP
PLACA DE COBRE

Figura 5: Esquema da montagem do circuito elétrico para medidas de impedéancia

do tempo de pega do cimento de fosfato de caicio (a-TCP).

Feita uma comparacdo com a literatura (com o método das agulhas de
Gilmore) ficou constatado que o método por impedancia era valido, pois o0s
tempos de pega foram similares ao que foi determinado no trabalho. Sendo
que, com a vantagem, da impedancia ter o controle da reagao de oxi-reducéo a
cada minuto. No presente trabalho foram utilizados os dados anotados a cada
cinco minutos (um valor de corrente elétrica e um de voltagem). Quando estes
valores ficam praticamente constantes, ndo ha mais a troca ibnica dentro do

cimento, e é observado o endurecimento do cimento.

Uma das desvantagens de utilizar o método das agulhas de Gilmore tem
sido relatada que os cimentos podem ter as vezes duas reacdes de
endurecimento. As duas medidas correspondem ao conhecido tempos de pega

inicial e final, mas a informacédo é ainda superficial e pode ser inadequada se
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as cargas aplicadas néo forem apropriadas as propriedades de endurecimento
do cimento. (BOHNER et al., 2005).

3.7.5 Ensaios de Resisténcia Mecanica e Tenacidade a fratura

Os ensaios de tenacidade a fratura foram realizados seguindo-se as
orientacbes da Norma ASTM E 1820-96 “Standard Test Method for
Measurement of Fracture Toughness” (ASTM, 1996). Por esta norma, foram
confeccionados corpos de prova de cimento de fosfato de calcio no formato de
barras retangulares com dimensées de 5 mm de espessura, 10 mm de altura e
50 mm de comprimento. O entalhe nas amostras foi obtido pela introducéo de
lamina de aco inoxidavel (0,37 mm) lubrificada com graxa de silicone, durante a

conformacao dos corpos de prova.

O comprimento do entalhe utilizado foi de 5 mm. Para a realizacdo dos
ensaios, utilizou-se méaquina universal de ensaios Shimadzu (AG-X/50 kN),
com velocidade de 1Imm/min e 0,5 mm/min em ensaio compressao e de flexao

em quatro pontos.

Foram calculados os valores de tenacidade a fratura, Kic, para a
propagacdo fragil de trincas, e Jic, integral de superficie que engloba a frente
da trinca de uma superficie fraturada a outra, utilizada para caracterizar o
campo de tensdo-deformacao ao redor da frente da trinca, sendo um critério

para de fratura em regime elastico-plastico.

Esse critério foi adaptado para caracterizar concreto refor¢cado por fibras,
primeiramente por Mindess et. al., (MINDESS et al., 1977) e, posteriormente
por Li et. al., (LI et al., 1987). Os valores de Kc e Jic foram calculados pelas

expressoes:

Kic= P/(B*WY?)* Y(a) [Equagéio 3]
Onde:

Y(a)=(S/W)*{3*a?/[2*(1+2%a)*(1-a)*?]}*[1,99-a(1-a)*(2,15-3,93*a+2,7*a’] [Equacio 4]
W: altura da amostra;

S: distancia entre apoios do ensaio;

ao: comprimento do entalhe;
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a: apg/W [Equacéo 5]
P: carga;

B: espessura do corpo de prova;

Jic = Jei + Jpi [Equacéo 6]
Sendo:

Joi = [Kic 2(1-n)]/ E [Equacao 7]
Onde:

n: modulo de Poisson
E: modulo de elasticidade
Jpi = (2*A)/(B*bo) [Equacéo 8]
Onde:
A: area da curva tenséo versus deslocamento
bo: W-ag [Equacéo 9]
3.7.6 Microestrutura. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O microscopio eletrénico de varredura (MEV) utilizado foi do Centro de
Microscopia Eletronica (CME) da UFRGS um equipamento marca JEOL,

modelo JSM-6060. A figura 6 apresenta a foto do equipamento utilizado no

trabalho.
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Figura 6: Microscopio eletronico de varredura (MEV) utilizado para as observacdes das
amostras.

O equipamento funciona numa tensdo de 0,1 a 30 kV, podendo ser
utilizado em observagfBes convencionais de imagem em elétrons secundarios
(SEIl). Todas as amostras analisadas por MEV foram cobertas com uma dupla

camada de filme fino de ouro via sputtering.

3.7.7 Absorcao de agua, Densidade e Porosidade Aparente

O procedimento para o calculo da absorcdo de agua, porosidade e
densidade aparentes baseou-se na norma internacional ASTM C 20 (Standard
test methods for apparent porosity, water absorption, apparent specific gravity,
and bulk density of burned refractory brick and shapes by boiling water) através
da determinagdo da massa da amostra seca e das massas Umida e imersa.

Este método é baseado no principio de Arquimedes.

Para a realizacdo da pesagem das amostras imersas e umidas, foi
necessario que os corpos-de-prova permanecessem imersos em agua um
periodo de tempo de 24 horas. Para a realizacdo do peso imerso, utilizou-se o
principio de Arquimedes, de deslocamento de um fluido determinando-se o
mesmo. Mediu-se o peso seco (Ps), peso umido (Pu) e o peso imerso em agua
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(Pi) e aplicando as Equacdes 7 a 9, calculou-se a Absor¢do de Agua (AA), a

Porosidade Aparente (PA) e a Densidade Aparente (DA), respectivamente.

AA. =Py—Ps/Ps [Equacéao 10]
P.A.=Py—Ps/P,—P; [Equacéo 11]
D.A.=(Ps/Py—Pi)xpL [Equacédo 12]

Onde, p. € a densidade do meio liquido. Para o célculo da porosidade e
densidades aparente foram utilizados 7 corpos-de-prova de cada composigao.
A massa seca foi determinada apos secagem dos corpos-de-prova por um
periodo de tempo néo inferior a 24 horas em estufa a 70°C, para as amostras
a-TCP puras e com as com fibras de PLGA, para as amostras de a-TCP com
fibras de Alginato de Sédio o tempo foi também inferior a 24h, mas com a
estufa a 50°C.

3.8. Estudo In Vitro do Cimento

Para realizagéo do estudo in vitro, das amostras de cimentos de fosfatos
de calcio (puras, 1, 2,3, e 4% de fibras de PLGA e Alginato de Sodio) foram
colocados em solucdo de SBF (Simulated Body Fluid) ou FCS (Fluido Corpéreo
Simulado), liquido preparado em laboratorio que simula os fluidos corpéreos
(KOKUBO et al., 1990; OHTUSKI et al., 1991). A solucédo de SBF foi preparada
para gue apresentasse uma composicao proxima de ions presentes no plasma
sanguineo humano. O SBF foi preparado em solu¢cédo tampao de Tris/HCI (pH
7,4) adicionando-se NaCl, KCI, CaCl,, MgCl,, NaHCO3, K;HPO,4 e Na,SO,.

As amostras foram colocadas em frascos de polietileno na proporcao de
50 mL/g. Os frascos foram selados e permaneceram em banho termostéatico na
temperatura de 37+1°C nos seguintes periodos de tempo: 01 dia, 07 dias, 14
dias, sendo que a solu¢do de SBF foi trocada a cada 48 horas. A cada periodo
determinado, as amostras foram retiradas, lavadas em agua destilada e secas

em temperatura ambiente por pelo menos 24 horas.

3.9. Avaliacado do Potencial de Citotoxidade In Vitro — Método difuséo
Agar
Os scaffolds aprovados nas etapas anteriores foram avaliados quanto a

citotoxicidade conforme as normas: ISO 10993.5: 2009 — Biological Evaluation
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for Medical Devices Tests for Cytotoxicity: In Vitro Methods, ASTM F895-84:
1984-Standard Test Method for Agar Diffusion Cell Culture Screening for
Cytotoxicity e US Pharmacopédia 32, 2009 — Biological Reactivity Tests In
Vitro. Para o ensaio de citotoxicidade foram usadas células da linhagem de
fibroblastos. Os compdsitos aprovados nas etapas anteriores foram avaliados
no Instituto Adolfo Lutz — Sec&o de Culturas celulares, sendo utilizado o
método de difusdo em Agar.

A linhagem Celular (NCTC Clone 929), células de tecido conjuntivo de
camundongo (ATCC CCL-1) e sdo semeadas em placas de Petri e incubadas
por 48 horas para formagdo da monocamada celular. O meio de cultura liquido
€ substituido pelo meio de cobertura solido, que € composto por partes iguais

do meio duas vezes concentrado e Agar com vermelho neutro.

As amostras sdo colocadas sobre esse meio de cobertura e as placas
novamente incubadas por 24 horas. Observa-se macro e microscopicamente o
indice de zona (1Z) que é a &rea ndo corada pelo corante vital. As amostras sdo
testadas em quadruplicadas em placas separadas. A tabela 5, apresenta a

descricédo do indice de zona (1Z) observada no microscoépio.
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Tabela 5: Descrigao e classificacdo do indice de zona (12).

1z DESCRICAO CLASSIFICACAO
Nenhuma Zona sob e ao redor da amostra Nenhuma
Alguma alteracdo ou degeneracao celular sob a amostra Fraca
Zona limitada sob a amostra Leve
Zona entre 0,5 — 1,0 cm ao redor da amostra Moderada
Zona maior que 1,0 cm ao redor da amostra Severa

As amostras sélidas sdo colocadas diretamente sobre o meio de
cobertura. O controle positivo foi fragmentado de 0,5 cm x 0,5 cm de latex
toxico e o controle negativo séo utilizados discos de papel de filtro atoxico com

0,5 cm de diametro.

3.10. Avaliacéo In Vivo dos scaffolds de Alginato de Sodio Puro

Foram utilizadas células-tronco mesenquimais derivadas do pulméo e de
tecido-adiposo de camundongos. Camundongos adultos (8-12 semanas) da
linhagem C567BI/6 foram obtidos da Fundacdo Estadual de Producédo e
Pesquisa em Saude (FEPPS). Todos os procedimentos experimentais foram

aprovados pelo Comité de Etica local.

As culturas de células-tronco foram estabelecidas conforme estabelecido
por da Silva Meirelles et al., 2006. Resumidamente, os tecidos foram coletados,
digeridos com o uso de colagenase tipo | (Sigma Chemical Co, St Louis, MO,
EUA), lavados e colocados em cultura em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s
contendo HEPES (HDMEM, Sigma) e 10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab).
As culturas foram mantidas em estufa umidificada a 37°C, com 5% de CO; no

ar.

O meio foi trocado a cada 2-3 dias. Quando as células atingiam 80%-
90% de confluéncia, eram removidas com tripsina (0.25% trypsin/0.1% EDTA,
Sigma), e passadas para novos frascos na taxa de repique apropriada. As

células foram utilizadas nos experimentos entre as passagens 3 a 8.

55



As culturas foram observadas com um microscopio invertido com
contraste de fase (Axiovert 25; Zeiss, Hallbergmoos, Alemanha), e fotografadas
com camera digital (AxioCam MRc, Zeiss), utilizando o software AxioVision 3.1
(Zeiss).

Para analise da capacidade de adesdo das células-tronco ao
biomaterial, as pecas foram colocadas em um poc¢o de uma placa de cultivo de
24 pocos e semeadas com 5 x 10* células, em 50 pl de HDMEM. Apés 3 horas
de incubacdo a 37°C em estufa com 5% de CO,, adicionou-se 500 pl de
HDMEM em cada poco, o biomaterial foi agitado dentro do meio para liberacao
das células ndo aderidas, e transferido para um novo pogo, com 500 pul de
HDMEM fresco.

O poco original foi incubado por mais 2 horas a 37°C, para aderéncia de
células que tivessem sido liberadas pela agitacdo do biomaterial. Apos, o meio
foi aspirado, e o0 poco recebeu 100 ul de corante Giemsa, sendo lavado com
PBS depois de 3 minutos. O fundo do poco foi analisado ao microscépio
invertido, para avaliacdo do numero de células liberadas apdés agitacdo do

biomaterial.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Caracterizagao do cimento de fosfato de calcio (a-TCP)

4.1.1. Difracdo de Raios X (DRX) do a-TCP

A presenca de B-TCP como fase indesejada no p6 de a-TCP obtido por
diversos métodos tem sido reportada em literatura (BERMUDEZ et al., 1994;
TAMPIERI et al., 1997; FAMERY et al., 1994; FERNANDEZ et al., 1996). Até o
momento ainda ndo sdo conhecidos registros sobre a obtencdo de a-TCP puro
segundo Motisuke, o material mais puro registrado foi obtido por reacao entre
CaCO; e DCPA a 1300 °C, por 6 h, seguido de resfriamento brusco
(BERMUDEZ et al., 1994), e continha ao redor de 5 % de B-TCP, por causa de
uma baixa quantidade a alta velocidade de resfriamento. Usualmente, os a-
TCP obtidos por esse método contém aproximadamente 15 % de B-TCP
(MOTISUKE, 2010 e GINEBRA et al., 1997).

Como pode ser observado nas Figuras 7, também os materiais obtidos
neste trabalho por reacdo entre CaCO3z e DCPA contém B-TCP como fase

indesejada.
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Figura 7: Difratograma de Raios X (DRX) do a-TCP obtido com temperatura de
1300°C, durante 5 horas e resfriamento brusco. Moagem a seco dos reagentes durante 2

horas.

A figura 7 apresenta os picos caracteristicos do Fosfato tricalcico (a-
TCP) para uma composicdo 3CaO.P,0s. A partir 40° (20) ndo sé&o
apresentados picos caracteristicos, pois ainda ndo foram datados na literatura.
A fase estavel, do fosfato tricalcico, a baixa temperatura é o B-TCP, até
aproximadamente 1125°C. A partir de 1200°C a fase B-TCP inicia 0 processo
de transformacdo em a-TCP, mas a fase B-TCP néo é eliminada totalmente da

nova fase metaestavel (a-TCP) apresentando um percentual residual.

Segundo Carrodeguas et. al., a transformacgéo de fase B para a se inicia
entre 1150 e 1200°C e entre 1300 e 1350°C se inicia uma regido de
estabilidade do a-TCP puro que se estende até 1500°C (CARRODEGUAS, et.
al., 2008).

Atualmente, pesquisadores estdo estudando uma forma de obtencgéo de
a-TCP puro sem e com a utilizacdo de dopantes durante a sinterizagdo do
cimento. Pietak, et al., 2007 avaliou a acédo do silicio como estabilizante da fase
a pode ser evidenciada comparando-se as amostras TCP- com silicio e a-TCP
sem dopagem com silicio. Utilizou um mesmo protocolo de queima a 1400°C

(taxas de aquecimento e resfriamento de 10°C/minuto e 2 horas de patamar).
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Provavelmente para se conseguir maior pureza para o a-TCP sem
dopagem com silicio seria necessario utilizar um tempo de patamar mais
elevado para garantir a total transformacdo [ para a antes de iniciar o
resfriamento da amostra. (MOTISUKE, M., 2010)

4.2. Distribuicdo de tamanhos de particulas

Para determinar o tamanho das particulas, foi utilizado o método de
difracdo por laser. Essa técnica tem como principio a utlizacdo do
espalhamento de luz para determinar o tamanho das particulas, pelo seu
volume. Por exemplo, se 11% da distribuicdo estd no tamanho entre 6,9 - 7,75
Mm significa que o volume total de todas as particulas com didmetro nessa
variacao representa 11% do volume total de todas as particulas na distribuicéo.

Esse método é utilizado para particulas com diametros entre 0,5 uym até

350um. Foram realizadas trés leituras para a mesma amostra.

Para que as particulas permanecam dispersas em solucao, foi utilizado
ultrassom por 01 minuto antes da realizacdo da analise. Os resultados da
analise granulométrica a laser mostra que o tamanho de particula do fosfato de
calcio (a-TCP) obtido ficou na média de 8 um, apresentada na figura 8,
observando um tamanho ideal de particula do cimento que deve ser menor
e/ou igual a 10 um.

100 in volume / underSl;F

@
=]

@
=]

B
=]

% / ( senjea aAgeNWND ) €0
[01X] % / ( weibolsiH ) b

[
=]

b

0.1 1. 0. 100.0 foooo
X ( Diameter ) /f mu

0.04

Figura 8: Grafico do tamanho de particula do a-TCP utilizado no trabalho.

Segundo Ginebra et al., o tamanho de particula é um fator chave, que

modifica significantemente as propriedades finais do cimento, e que
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especialmente, afeta a cinética da reacdo quimica e a consolidacdo mecanica
do cimento. Entretanto, € um parametro que pode ser muito Gtil para ajustar o

comportamento do cimento de acordo com a aplicagdo clinica requerida.

Observa-se o tamanho meédio das particulas (p6s-moagem) um valor
compativel aos da literatura. A faixa encontrada em trabalhos anteriores € de
um diametro médio de 20 a 2um (CHOW et. al., 1997). Outra importancia do
tamanho meédio das particulas dos CFC é na influencia da quantidade de
liquido necesséario para obtencdo do material em forma de pasta para sua pega

posteriormente.

Propriedades de superficie como rugosidade, é&rea especifica e
porosidade da interface entre o material e o ambiente biolégico (in vivo ou in
vitro) podem ser controladas pela modificacdo do tamanho de particula no po
iniciante utilizado no cimento (GINEBRA et al., 2004).

E, como tem sido apresentada em investigacbes recentes, essa
propriedade, em nivel micro e nanoestrutural pode ter uma forte influéncia na
adsorcdo de proteinas e, consequentemente, na adesdo de osteoblastos
(BOYAN et al., 1999, WEBSTER et al., 2000). Com isso, é de grande
importancia a verificagdo do tamanho dos gréaos utilizados na preparacado do
cimento, pois como foi mencionada qualquer mudanca nesse parametro pode

alterar significativamente as propriedades finais do material.

4.3. Grupamentos Quimicos

As principais bandas identificadas no espectro do Fosfato Tricalcico (a-
TCP) sdo os dos grupos funcionais de ortofosfatos (PO,), hidroxilas (OH),
hidrogenofosfato (HPO,4) e provavel pirofosfato (P,0-), estes dois ultimos em
quantidade de traco, ja que seus picos ndo sdo expressivos e nem observados
em outras posi¢des do espectro, caracteristicas destas espécies, como mostra

a figura 9.
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Figura 9: Espectro de Infravermelho do a-TCP utilizado nas amostras.

Observa-se a presenca de picos em 660 e 563 cm™, caracteristico do
modo (P-O) ou PO,. 967 cm™ referente a ligacdo PO-H modo de estiramento
de grupos HPO4; 1030 cm™, referente a grupos PO,; 1467 e 1423 cmreferente
a ligacdo C-O de grupos COs, 1640 cm™ referente & deformacdo axial de
(C=0); 2918 e 2847 cm™ deformacBes axiais de C-H alifatico; 3456 cm™
referente & ligacdo O-H de grupos (OH); 3665 e 3075 cm™ referente & agua
(H2O) absorvida.

Conforme o estudo de Turbiani, et. al., também n&o identificamos no
espectro de a-TCP h& auséncia das bandas em 460 cm™ e 740 cm™ e de uma
banda isolada em 600 cm™, que sdo caracteristicas do a-TCP, indicando que o
po inicial refere-se ao B-TCP. O B-TCP é facilmente identificado por apresentar
uma banda larga de 900 a 1200 cm™. (TURBIANI, et. al.,2000).

4.4. Determinacdo do tempo de pega: Método de Impedancia

Foi realizado um experimento para determinacao do tempo de pega total
do cimento a-TCP. O método consistiu em avaliar a impedancia da pasta
formada por a-TCP mais uma fase liquida de agua deionizada e fosfato de

sédio bibasico-dodecahidratado P.A. (Na;HPO4 12H,0) com uma concentracao
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de 2,5% Na,HPO,, ou seja, quando um determinado componente cria uma

resisténcia e gasta energia em forma de calor, tem-se o Efeito Joule.

No caso, esta forma de trocas de energias foi por uma reagdo oOxi-
reducdo dos ions (uma forma reduzida e uma forma oxidada) que constituia a

pasta. A figura 10, mostras os resultados obtidos no experimento.
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Figura 10: Gréfico de Impedéancia (tempo x condutividade idbnica) apresentando
os valores de Tenséao (kV) e corrente (mA) durante 60 min.
O grafico (figura 10) mostra que o tempo de pega total do cimento foi de
60 minutos e que quanto maior o tempo menor fica a condutividade i6nica
dentro do material, mas a sua tensao e também a sua resistividade aumentam

ao longo do periodo de endurecimento do cimento.

4.5. Avaliacdo em SBF do cimento de a-TCP

Preparou-se uma composicao de cimento de fosfato de célcio com 100%
de a-fosfato tricélcico, acrescidos de uma solucdo a 2,5% de Na,HPO,, com
uma relacao liquido/p6 de 0,32 mL/g. A pasta obtida, moldada e mantida por 24
horas a 100% de umidade e colocada em uma solucdo SBF (Simulated Body
Fluid) a 36,5°C em uma estufa com controle de temperatura, por 24 horas e 14

dias, sendo trocada a solucdo a cada 2 dias. O SBF foi feito com o0s seguintes
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componentes quimicos: NaCl, NaHCO3, KCI, K;HP0O4.3H,0, MgCl,.6H,0, HCI,
CaCly, Na,SO, e Tris (hidroxilamina) aminometano (TRIS).

O Na;HPO, é uma solucdo que atua como aceleradora da reagdo de
pega, por exemplo, sendo utilizada como controladores da reacdo de
transformacao do a-TCP em CDHA (BERMUDEZ et al., 1994; GINEBRA et al.,
1995). Resultados obtidos em laborat6rio, por Bermudez e Ginebra, para a
utilizacdo de liquidos com concentracdes superiores a 2,5% de Na,HPO,
demonstraram que o tempo de pega reduz-se drasticamente, sendo impossivel
a manipulacdo do material. A figura 11 mostra os valores de porosidade
aparente das amostras de a-fosfato tricalcico sem adicdo de fibras na sua
composicao.
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Figura 11: Valores de P. A. das amostras com a-fosfato tricalcico durante 14 dias.

Observa-se gque a porosidade aparente das amostras com 100% de a-TCP,
na sua composicao, diminuiu o seu valor durante os 14 dias. O valor inicial medido
para 24 horas de imerséo foi de (20,71 * 2,1), em sete dias este valor diminui para
(19,51 + 2,58) e chegando ao décimo quarto dia a um valor de (17,4 + 3,35). A
porosidade das amostras 100% de a-TCP teve um decréscimo de aproximadamente
16% em 14 dias.

Segundo Machado et al., este comportamento de diminuicdo no valor da
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porosidade aparente pode ser explicado pela criacdo de uma fase de Hidroxiapatita
deficiente em Caélcio (Cag(HPO4)(PO4)sOH) como foi constatado no trabalho de
Machado (2009). Isso pode ocorrer durante este periodo em que amostras ficam
submersas e SBF. Na figura 12 apresenta a densidade aparente (D.A.) e a
absorcdo aparente de agua (A.A.) das amostras 100% de a-TCP (Machado et
al.,2009).
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Figura 12: (A) Densidade Aparente (D.A.) das amostras puras de a-TCP. (B) Valores de

absorc¢ao de agua das amostras de a-TCP puras.

O primeiro gréafico (figura 12 (A)) apresenta que a densidade aparente das
amostras sofreu um aumento, sendo um resultado coerente com a diminuicdo da
porosidade das amostras. Em 24 horas o valor de densidade foi de (1,52 + 0,04)
g/cm®, no sétimo dia para (1,62 + 0,02) glcm® e em 14 dias (1,56 + 0,05) g/cm°. A
absorcao aparente de agua das amostras pura de cimento (figura 12 (B)) apresentou
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um pegueno aumento de 0,83% com um erro médio de +1,89 na absor¢ao de agua

nas amostras durante 14 dias submersas em SBF a 37°C.

Comparando com a literatura, Gbureck et. al., obtiveram o a-TCP pelo
meétodo convencional, e obtiveram blocos de cimento com pds moidos por 60 e
240 minutos com densidade aparente de 1,47 e 1,44 g/cm®, respectivamente e
com porosidade de 46,5 e 48,2%, respectivamente. Mifio-Farifia et. al., também
obtiveram valores de (1,64 + 0,05) g/cm® de densidade aparente e porosidade
aparente de 47,57% + 1,66 (GBURECK et. al., 2004, MINO-FARINA et. al.,
2009).

Portanto, mesmo os pds de a- fosfato tricalcico obtidos por métodos
diferentes conforme a literatura consultada, o p6é de a-TCP obtido neste
trabalho esta dentro dos padrdes de valores tanto para porosidade aparente e

absorcao de agua.
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4.6. Obtencao das Fibras de Alginato de Sodio e PLGA por TIPS

4.6.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de PLGA e Alginato de
Sadio por TIPS

Nesta secdo apresentaremos as micrografias obtidas por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) para todas as fibras de Alginato de Sodio. A
figura 13 mostra as micrografias das amostras de Alginato de Sédio com
concentracfes de 0,4; 0,6 e 0,8% que foram dissolvidas em agua deionizada,

colocadas para congelar por 24 horas e liofilizadas.

Observa-se uma aparéncia de flocos, principalmente, para as amostras
0,4% e 0,6%. A presenca de uma superficie expondo a uma estrutura lamelar
para amostra com maior concentracédo 0,8%. Esta diferenca entre as amostras
0,4% e 0,6% com a amostra 0,8% pode justificar que com aumento na
concentracdo na quantidade de Alginato de Sédio dissolvido em &gua
deionizada mostrando uma estrutura mais compactada apos a sua liofilizacéo e

com alguma tendéncia a formacao de flocos e lamelas.

Esta estrutura pode ser comparada com o trabalho que Uchida, que
mostra uma imagem de MEV de uma estrutura porosa na superficie de um
scaffold. Devido a retirada do sal, a superficie do scaffold possui uma estrutura
porosa. Eles construiram esta estrutura 3D para ser utilizada para reconstrucao
de artéria carotida (UCHIDA, et.al., 2008).
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Figura 13: As amostras de Alginato de Sédio com concentracdes de 0,4; 0,6 e
0,8%.
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E possivel observar a presenca de defeitos tipo escamas e /ou lamelas
para as duas primeiras amostras (0,4% e 0,6%). Ha presenca de escamacdes
e ondulacbes em toda superficie que podem favorecer a proliferacdo celular
entre as mesmas. Por este método, nao foi possivel obter fibras de Alginato de
Sadio e PLGA, sendo que, as amostras de PLGA néo permitiram a realizacao
de microscopia, pois elas formaram um filme fino transparente (similar a um

filme de PVC) impossibilitando sua observacdo microscopica.

Feita uma pesquisa na literatura de patentes, verificou-se varias
possibilidades de nédo ter formado fibras para os dois materiais usando este
método. No caso do Alginato de Sddio, avaliou-se que para obter fibras de
Alginato do sodio na maior parte das pesquisas 0 material é extrudado,
utilizado o método de fiacdo e que também ha mistura do Alginato de Sodio a

outro material. Algumas destas invenc¢des sao citadas abaixo.

Segundo a invencao de Vidyadhar, refere a incorporacdo de emulsdes
individuais ou duplas em uma matriz de polissacarideo reticulada selecionada
de Alginato de Sdédio, particularmente quando pegada em uma solucédo salina.
A formacdo das fibras para utilizacdo em compdsitos é feitas por extrusdo e
foram usadas como processos de encapsulacdo (VIDYADHAR S., R..et al,
P10612854-8 A2, 2006).

Outra invencédo utilizou método de fiacdo para obtencdo de fibras de
Alginato e carragenina. A fibra preparada tinha as vantagens de boa
biocompatibilidade, degradacédo facil e material téxtil renovavel. (YANZHI XIA,
CN 101509152, 2009).

Na invencdo Yanzhi Xia, o Alginato de Sodio em pd (micro-nano) é
misturado em uma solugcdo de celulose bacteriana, que dispersa
uniformemente o Alginato de Sddio p6 por ondas de ultrassons e realizacao de
fiacdo molhado, em que o contetdo do Alginato de Sodio no compdésito.

O método de obtencdo de fibras de PLGA, descritas na literatura, na
maioria € pelo método de Electrospinning ou extrusdo. Outro fator importante
gue o PLGA é dissolvido e congelado instantaneamente com nitrogénio liquido
e liofilizado, originando a formagdo de fibras ou s&o utilizados ultra

congeladores, onde o material dissolvido € colocado por algumas horas e apos
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liofilizado (RAJESH V., et.al., 2010; SUNG J. K, et al., 2010, VICTOR J. CHEN,
et.al., 2004).

4.6.2. Grupamentos quimicos: Espectroscopia de Infravermelho do Alginato de
Sodio e PLGA

Para as amostras de Alginato de Sodio que foram liofilizadas, os
espectros de infravermelho (IV) ndo mostraram alteracdes visiveis nas suas

regides de bandas caracteristicas, mesmo sendo liofilizadas.

A figura 14 mostra o espectro das amostras de Alginato de Sodio por
liofilizacao.

— Alginato de sddio Puro
—— Alginato de sédio 0,4%
— Alginato de sédio 0,6%
— Alginato de sédio 0,8%

Absorbancia (u.a.)

coo
coo c-0

4000 I 35IOO I 30I00 I 25I00 I 20IOO I 15IOO I 10IOO I 5(I)0
NGmero de onda (cm™)
Figura 14: Espectro de Infravermelho das amostras de Alginato liofilizadas em
diferentes concentracdes.

As bandas e/ou picos visualizados no espectro de infravermelho
correspondem as vibracdes de simétricas de COO (1618 cm™), vibracdes
assimétricas de COO (1417 cm™), vibracdes caracteristicas de hidroxilas (OH)
na agua (banda entre 3000 a 3800 cm™), alongamento de C-H alifatico (2924
cm™), alongamento de C-O (1035 cm™), que s&o caracteristicos de
polissacarideos (PATEL et al., 1999).

Os dados obtidos neste trabalho s&o os mesmos obtidos por Isiklan et

al.e Sarmento et al. No caso de Isiklan, apresentam espectros do Alginato de
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Sédio contendo picos ndo identificados em 1097, 1255 e 1740 cm™, este Gltimo
podendo estar sobreposto ao pico de 1618 cm™. Portanto, conforme os dados
na literatura e os obtidos neste trabalho, mesmo dissolvendo, congelando e
liofilizando o material, a sua composi¢cdo quimica continua a mesma (ISIKLAN
et al., 2009 e SARMENTO et al., 2006).

A figura 15 apresenta os espectros das amostras de PLGA puro e das
fibras que foram gotejadas de um até cinco vezes em metanol (CH4O). Esse
espectro esta sendo apresentado nesta sessao, pois como no caso do Alginato
de Sdodio ndo houve contaminacdo e degradacdo do polimero apds ser

dissolvido e liofilizado.

Nao foram apresentados os espectros de PLGA dissolvidos em alcool
etilico (C;HgO) e isopropilico (C3H;OH), pois mesmo pertencendo ao mesmo
grupo das hidroxilas e com um grau de toxicidade diferentes, foi escolhido
apresentar somente os espectros de PLGA dissolvidos em metanol, pois é o

reagente com maior nocividade a saude humana.
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Figura 15: Espectro de Infravermelho das amostras de Poli (acido lactico-co-
glicélico) PLGA pura e os espectros dos PLGA gotejados em Metanol por até cinco
vezes.

As absorc¢des caracteristicas do PLGA séo trés fortes bandas devidas a
vibracBes do grupo C-CO-O-C. Ou seja, a banda devida ao estiramento do
C=0 em 1751 cm™, a banda devida ao estiramento assimétrico do C-O em
1195 cm™ e em 1110 cm™ ao estiramento simétrico C-O-C. A auséncia de uma
banda intensa na regido 3500-3000 cm™ (estiramento do grupamento O-H) é

um indicativo de auséncia de subprodutos de hidrolise do PLGA.

Segundo os pesquisadores Motta et al., Drumond et al. os copolimeros
sintetizados foram analisados estruturalmente através de espectroscopia do
infravermelho. Todos o0s copolimeros apresentam as seguintes bandas de
absorcdo: 2997-2965 cm™ (CH,, CHs), 1759 cm™ (C=0), 1360-1450 cm™
(CHs3), 750 cm™ (CH), que caracterizam o PLGA. Neste trabalho concluimos
com os espectros de infravermelho (IV) que ndo ocorreu a degradacao do
material (MOTTA, A. C., et al., 2006, DRUMOND, W. S. et al., 2004).

Existem varias formas de degradacdo e contaminacdo de polimeros. O
tipo de polimero e a etapa de polimerizacdo irdo influenciar a estabilidade do
material e a sua suscetibilidade a determinados tipos de reacdes de
degradagcdo. Na polimerizagdo, o tipo de grupo quimico ou residuo que

permanece na cadeia polimérica podera atuar como ligagéo fraca, facilitando a
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degradacéao térmica. Neste caso o efeito vai se manifestar de forma acentuada

se houver a formacéo de peréxidos. (CACERES, et. al., 2004)

Em outro trabalho, a degradacédo de policarbonato em contato com
diversos fluidos foi avaliada flexionando o corpo de prova sob uma determinada
tensdo (como em um ensaio de flexdo com dois apoios), introduzindo o fluido e
monitorando a relaxacao de tensdo. Os fluidos usados foram: metanol, alcool

isopropilico e etileno glicol monometil éter. (PINHEIRO, et al, 2004).

Os autores mostraram que a flexao critica do policarbonato em alcool
isopropilico € de 1,21 %, em metanol € de 1,74 % e no éter monometilico do
etileno glicol é de 0,29 %. Sendo que no ultimo caso o corpo de prova rompeu
22 segundos depois da exposicdo ao liquido. E interessante que, segundo 0s
autores, o metanol tem o maior coeficiente de difusdo em policarbonato,
seguido do éter monometilico do etileno glicol. No caso do alcool isopropilico o
coeficiente de difusdo € muito baixo para ser medido, indicando que o efeito de
stress-cracking é realmente localizado na superficie do corpo de prova. (DE
PAOLI, et. al., 2008).
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4.7. Obtencao das Fibras de Alginato de Sodio e PLGA por Gotejamento

4.7.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) das fibras de PLGA e
Alginato de Sdédio por gotejamento

Nesta secdo apresentaremos as micrografias obtidas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) para todas as fibras de PLGA. Para facilitar a
andlise das amostras, todas serdo obtidas com aumento de 33 vezes, com
objetivo de ter uma visualizacdo geral das fibras, 500 vezes para ter uma
observacdo mais proxima das fibras ou de regibes relevantes para este

trabalho.

A figura 16 mostras as amostras de PLGA que foram dissolvidas em
cloroférmio e gotejadas até cinco vezes em alcool isopropilico (A) e metanol (B)

e alcool etilico (C) com uma concentracéo de 1%
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168 kL

Figura 16: Amostras de PLGA gotejadas até cinco vezes em alcool isopropilico

(A) e metanol (B) e &lcool etilico (C) com uma concentracao de 1%.
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Nesta sequencia de micrografias das fibras de PLGA que foram
dissolvidas em cloroférmio e depois de gotejadas em diferentes reagentes
podemos notar o efeito de formacao de fibras.

Para melhor compreender o efeito da influéncia das amostras serem
gotejadas em diferentes reagentes a figura 17 mostra as mesmas amostras da

figura 16, mas com um aumento maior.
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Figura 17: Amostras de PLGA gotejadas até 5 vezes em alcool isopropilico (A) e metanol

(B) e alcool etilico (C) com uma concentracéo de 1%.
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Ja para amostras gotejadas em metanol ocorreu a formacdo de fibras
homogéneas apesar de estarem agrupadas. Este efeito de homogeneizacao
ndo é observado nas amostras gotejadas em 4alcool isopropilico onde é
observada uma rede de fibras rugosas e/ou com certo grau de degradacao e,

novamente, agrupadas.

Como no caso do Alginato de Sddio que néo foi gotejado e formou uma
estrutura porosa (vide 4.2.1.) também foram confeccionadas amostras de fibras
de PLGA e congeladas e liofilizadas em uma placa de 12 pocos, utilizada para
cultura celular, com intencdo de obter um scaffold. Foram enviadas para
avaliagdo no Departamento de Genética da UFRGS, mas ndo obtivemos
sucesso, pois as fibras de PLGA sdo hidrofébicas e nao resultou na

proliferacéo e no crescimento celular (células-tronco mesenquimais).

Todas estas amostras gotejadas em metanol e isopropilico comparadas
com as amostras em etanol mostraram uma maior homogeneidade nas fibras,
menores agrupamentos entre fibras e pouquissima rugosidade. Por isso, a
confecgéo dos corpos de prova foram escolhidas as fibras de PLGA gotejadas

em alcool etilico e depois de liofilizadas.

Na préxima sequencia de micrografias sdo apresentadas as amostras de
Alginato de Sdédio que foram dissolvidas em &gua deionizada e depois de
gotejadas em diferentes reagentes, podemos notar o efeito de formacdo de
fibras. Todas foram obtidas com aumento de 33 vezes, com objetivo de ter uma
visualizacao geral das fibras, 500 vezes para ter uma observacdo mais proxima

das fibras ou de regides relevantes para este trabalho.

A figura 18 mostra as amostras de Alginato de Sdédio que foram
dissolvidas e gotejadas cinco vezes em alcool etilico (A), alcool isopropilico (B)

e em metanol (C) com concentracéo de 1%.
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Figura 18: Fibras de Alginato de Sédio gotejadas cinco vezes em alcool etilico

(A), metanol (B) isopropilico e em (C) metanol com concentracéo de 1%.
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Comparando as imagens da figura 13 com as da figura 18, observa-se
uma mudanga significativa nas micrografias com relagdo ao processo de
liofilizacdo apenas (TIPS). Com o gotejamento do Alginato de Sédio foi possivel
obter fibras e com isso a sua estrutura fisica mudou significativamente, pois

nao mais apresenta uma estrutura lamelar e esponjosa.

Como no caso das fibras de PLGA, as fibras escolhidas para construgéo
dos compositos foram as gotejadas em alcool etilico. Fazendo uma
comparacao das micrografias da figura 18 (A, B e C), nota-se que as fibras
menos aglomeradas e homogéneas sdo as da figura 18 (A) e as com maior

heterogeneidade s&o as da figura 18 (B).

A figura 19 apresenta as amostras de Alginato de Sddio que foram
dissolvidas e gotejadas até cinco vezes em alcool etilico (A), alcool isopropilico
(B) e em metanol (C) com concentracdo de 1% obtida com aumento de 500

vezes.
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Figura 19: apresenta as amostras de Alginato de Sédio que foram dissolvidas e
gotejadas até cinco vezes em alcool etilico (A), isopropilico (B) e em metanol (C) com

concentracéo de 1%.
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Com um aumento maior é possivel comprovar a formacao de fibras pelo
método de gotejamento, as fibras mesmo sendo gotejadas em reagentes
diferente mostraram similaridade entre elas. Novamente comparando com a
figura 13, das amostras ndo gotejadas de Alginato de Sdédio, apresentaram
uma diferenca significativa apenas aplicando o método de gotejamento, antes

do seu congelamento durante 24 horas e depois liofilizado.

Este processo de gotejamento das fibras de Alginato de Sodio é um
método inovador que foi obtido primeiramente, no pos-doutorado do Prof. Dr.
Luis Alberto dos Santos no Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Polimeros
(ICTP) em Madrid, Espanha e é objeto de patente (“Processo de Obtencéo de
Fibras de Alginato e a Fibra assim Obtida” 016110006701).

N&o foram apresentadas as micrografias das fibras gotejadas de 1, 2, 3
e 4 vezes, pois a variacao entre as fases de gotejamentos foi a aglomeracéao

das fibras e todas apresentaram diametros de fibras heterogéneos.

Este fator de aglomeragcdo das fibras, que permitiu a obtencdo de
materiais bastante resistentes, o que é uma caracteristica positiva para
utilizacéo destas fibras aglomeradas como scaffolds para cultura celular, ja que
um dos principais problemas dos scaffolds € a sua baixa resisténcia mecanica,

gue muitas vezes dificultam ou impedem seu manuseio com facilidade.
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4.8. Obtencédo de Cimento de Fosfato de Célcio com Fibras

4.8.1. Resisténcia mecanica

Nesta secdo apresentaremos 0s valores dos ensaios de compressao e
flexdo em quatro pontos das amostras de cimento de a-TCP puro e para as
amostras que foram adicionadas fibras de PLGA e Alginato de Sddio em
fracOes volumétricas de 1 %, 2%, 3% e 4%. A variagcdo da resisténcia a
compressdo com e sem adicao de fibras, tanto de PLGA e Alginato de Sédio, é

apresentada na figura 20.

] Resisténcia Compressao Alginato
I Resisténcia Compresséo PLGA

50

45 4

40

l
1] \

25

20

15 4

10

Resisténcia a Compressao [MPa]

0 1 2 3 4
% de Fibras nas Amostras

Figura 20: Resisténcia a compressao das composi¢cdes do cimento de fosfato de calcio
com fibras de PLGA e fibras de Alginato de Sédio.

Observando na figura 20 que a adicdo de fibras de PLGA diminuiu a
resisténcia a compressao das composi¢cdes do cimento fosfato de calcio. Esse
fato ocorre, pois, durante a hidrélise, primeiramente ocorre a dissolu¢ao do o-
TCP e em seguida, a precipitacdo de CDHA. O processo de dissolu¢cédo do a-
TCP é mais rapido que o de precipitacdo de CDHA, ocorrendo uma diminuigdo
do entrelacamento dos cristais, que reflete na diminuicdo da resisténcia

mecéanica do cimento.
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Apbs 6 horas de hidrdlise, o cimento ainda apresenta a fase de B-TCP,
por isso, a resisténcia mecanica é préxima ao cimento antes da hidrélise. Os
valores de resisténcia nos tempos de 24, 48 e 72 horas sdo proximos, isso
indica que n&o ocorre mais transformagéo que afete a resisténcia mecéanica do
material (CARRODEGUAS, 2003).

A queda da resisténcia mecanica do cimento ocorre, também, devido a
maior porosidade apresentada apds 48 horas de hidrdlise, sendo que ha um
aumento do tamanho e das quantidades de poros do cimento, e, quanto maior
o tamanho e a quantidade de poros, menor a resisténcia mecanica do material.
Porém, segundo relatos, um implante 0sseo requer biocompatibilidade,
resisténcia mecanica e porosidade para promover as interagcdfes entre o
biomaterial e o tecido sem reacfes indesejaveis. A criagdo de uma estrutura
porosa relacionando o tamanho do poro, forma, distribuicdo e suas relativas
orientacbes é um dos mais importantes problemas da engenharia de
biomateriais (VAZ et al., 1999).

Para as amostras que foram adicionadas fibras de Alginato de Sdadio
ocorreram um efeito de aumento do valor médio de resisténcia a compressao
até a composicdo de 2%, mas depois houve um decréscimo do seu valor.
Analisando as composicoes de 0% de fibra e 1% de fibra, observa-se também

uma maior disperséo de valores que nas demais composicdes.

Devido a esta variacdo para estas duas primeiras composicdes (0% e
1%) podemos dizer que também ocorreu uma variacdo significativa
acrescentando fibras ao cimento. Para ambos o0s casos este fato pode estar
ligado a defeitos na matriz do cimento de fosfato de célcio pelas fibras. Este
fato pode ter ocorrido devido a formagdo de bolhas durante o processo de
conformacdo das amostras que diminui a resisténcia mecanica e aumenta a

porosidade do compdsito.

Segundo Park (PARK, 1998), através da adicdo de diversos tipos de
fioras em cimento portland, observou que a resisténcia mecéanica dos
compésitos com altos teores de fibras diminui suas propriedades mecéanicas
devido a baixa mobilidade no estado fresco e a alta porosidade do compdésito

endurecido.
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A adicdo de fibras a composicbes de cimento geralmente ndo produz
aumento significativo da resisténcia a compressdo. Estudos de Dardare
(DARDARE, 1975), entretanto, indicaram que a incorporacdo de fibras de
polipropileno a composicfes de concreto pode aumentar a resisténcia a
compressdo, sendo este aumento dependente da fracdo volumétrica e
comprimento das fibras. Entretanto, poucos estudos a respeito do aumento da
resisténcia a compressdo de cimentos tém sido realizados, o que dificulta o

entendimento dos mecanismos de aumento de resisténcia mecanica.

A resisténcia a compressdo de um compdsito ndo € facilmente
correlacionada as propriedades da matriz e da fibra, uma vez que as
propriedades dos componentes, especialmente das fibras poliméricas, ndo sao
normalmente conhecidas, por diferirem do polimero bruto, dado o estiramento
que sofrem as fibras sintéticas durante o seu processamento, resultando na
orientacdo das cadeias poliméricas com possivel formacdo de cristalitos
orientados e reducdo da fase amorfa (HAWTHORNE & TEGHTSOONIAN,
1975).

De qualquer forma, ndo existem teorias que descrevam adequadamente
0 comportamento a compressao de compositos acrescidos de fibras, em
funcdo do grande numero de processos de falha do material, cada uma tendo
uma equacao que a governa (PIGGOTT & WILDE, 1980).

A figura 21 mostra os ensaios de flexdo em quatro pontos e o calculo do
Médulo de Ruptura das amostras de a-TCP puras e os compositos com PLGA
e Alginato de Sédio de 1%, 2%, 3% e 4% na sua composi¢ao.
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Figura 21: Ensaios de flexdo em quatro pontos (Médulo de Ruptura [MPa]) das
amostras de a-TCP puras e os compésitos com PLGA e Alginato de Sddio de 1%, 2%, 3%
e 4% na sua composicao.

Pode-se observar que os valores de modulo de ruptura sofreram
variacOes significativas. Para as fibras de PLGA, nota-se que o valor diminui
até a composicao de 2% e apds aumenta e se aproxima muito da composicao
de 0%. Durante os ensaios na maquina de testes universal se observou que a
partir da composi¢cdo de 3% a maioria das amostras ndo sofreu ruptura total,
isto é, o cimento sofreu a quebra, mas a amostra ndo se dividia em duas
porque ficava presa pelas fibras de PLGA que continha o compésito. Por este
motivo, foi escolhida a amostra com composicdo de 3% de fibras de PLGA

como a mais resistente na matriz de a-TCP.

Nas amostras de Alginato de Sddio observa-se um comportamento
completamente diferente das amostras que tinham fibras de PLGA em sua
composicdo. Neste caso os valores aumentaram até 2% e apds teve uma
diminuicdo significativa do seu valor de tensdo. Um dos motivos observados
para ocorrer esta variacdo em composi¢coes maiores (3% e 4%) foi a saturacao

de fibras de Alginato de Sédio na matriz do cimento a-TCP.
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Como foi utilizada uma fase liquida para pega do cimento, as fibras
liofilizadas de Alginato de Sodio ocorreu a hidratacdo das fibras,
consequentemente, o0 aumento volumétrico das mesmas. Com iSsO
imperfeicdes que acontecem no cimento quando € conformado (Park, 1998) foi
intensificado com o inchamento das fibras, sendo que, quando retiradas dos
seus moldes varias amostras estavam empenadas e com fissuras. Portanto, os
compositos que continham 2% de fibras de Alginato de Sodio foram escolhidos

como a melhor composicao.

E importante lembrar que os cimentos sdo matrizes porosas, com
distribuicdes de poros. A presenca de poros ndo apenas afeta as propriedades
da matriz, mas também as propriedades da interface fibra/matriz. Porém, a
influéncia dos efeitos da porosidade na predicdo das propriedades do

compésito ainda ndo é totalmente compreendida (Beaudoin, 1990).

4.8.2. Determinacéo da Tenacidade a Fratura (Kc e Jic)

Para determinacdo da Tenacidade a fratura, das amostras, que € uma
medida de quantidade de energia que um material pode absorver antes de
fraturar, foram calculados os valores de Kic e Jic pelas expressbes mostradas
no capitulo 3.5. A figura 22 mostra os valores calculados de K,c para as
amostras com 100% de a-TCP em sua composi¢ao e para 0os compoésitos com
1% até 4% de fibras de PLGA e Alginato de Sédio.
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Figura 22: Valores calculados de Kc para as amostras puras, com fibras de PLGA
e fibras de Alginato de Sdédio.

Observa-se que para as composi¢cdes com fibra de Alginato de Sodio
ocorreu um aumento nos valores médios de K¢, atingindo o valor maximo para
a composicdo de 2% de fibras com um valor de 0,99 M.Pa.mY2. Este resultado
teve uma aumento de aproximadamente 3 vezes (2,9 vezes) comparando com

o valor de K,c das amostras puras (0%) que foi de 0,35 M.Pa.m"2.

Para as amostras com fibras de PLGA diminuiu resisténcia a
compressao das composicées de cimento de fosfato de calcio. Este fato ocorre
porque, durante a hidrélise, a-TCP dissolucédo ocorre em primeiro lugar e, em
seguida, CDHA precipitacdo. O processo de a-TCP dissolucdo é mais rapido
do que a CDHA precipitacdo, causando uma diminuicdo do entrelacamento de

cristais, o que reflete uma diminui¢cdo da resisténcia mecanica do cimento.

A diminuicéo da resisténcia mecénica do cimento também ocorre devido
a maior porosidade mostrado apos 48 horas de hidrélise, e ha um aumento no
tamanho e na quantidade de poros do cimento, e quanto maior o tamanho e

porosidade, a menor resisténcia mecanica do material.
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No entanto, de acordo com os relatérios, um implante dsseo exige forca
biocompatibilidade, mecéanica e porosidade para promover a interagcdo entre o
biomaterial e o tecido sem reacgfes indesejaveis. A criagdo de uma estrutura
porosa relacionar o tamanho dos poros, distribuicdo, forma e orientacao relativa
€ um dos mais importantes problemas de engenharia de biomateriais (VAZ et.
al., 1999).

O aumento da tenacidade a fratura das amostras com fibras de Alginato
de Sodio em sua composicdo foram inesperados, uma vez que comparado a
outros polimeros com baixos valores de moédulo de elasticidade, estes néo
reforcam a estrutura na regido elastica de deformacdo do compdsito. (Santos,
2002).

Estes resultados obtidos com as fibras de Alginato de Sdédio sao
inéditos, pois se aproximam significativamente da faixa de K,c do osso cortical
humano que é entre 2 a 12 M.Pa.m*2. (RAVAGLIOLI et. al., 1992), apesar de
estar proximo ao minimo do valor de K,c do osso cortical. Na figura 23 séo
apresentados os valores de tenacidade a fratura plastica para as amostras com
0% de fibras, com fibras de PLGA e fibras de Alginato de Sédio.

61 - PLGA
Alginato de Sodio

T T T T T T T
0 1 2 3 4
% de Fibras nas amostras
Figura 23: Valores de tenacidade a fratura plastica para as amostras com 0% de

fibras, com fibras de PLGA e fibras de Alginato de Sédio.
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As amostras com fibras de PLGA, ndo sofreram variacdes significativas
nos valores de Jic no que se refere ao regime plastico da fratura do material.
Mas as amostras com fibras de Alginato de Sdédio ocorreram um aumento, em
relacdo a amostra com 100% de a-TCP, no seu valor médio de Jc. Isso ocorre
devido ao fato de que, quando o volume de fibras é aumentado, ha uma
reducdo do aumento da abertura da trinca para um dado deslocamento durante
0 ensaio de tenacidade, indicando um ancoramento da trinca mais efetivo
obtido pelas fibras quando presentes no compésito em uma maior fracéo

volumétrica, aumentando o valor de tenacidade (SANTOS, 2002).

4.8.3. Avaliagdo em SBF do cimento de a-TCP contendo fibras

Prepararam-se composi¢cdes de cimento a-fosfato tricalcico, com fibras
de PLGA e Alginato de Sodio com 1%, 2%, 3% e 4%, acrescidos a mesma
solucdo utilizada nas amostras com 100% de a-TCP, ja descritos na secao
anterior. A figura 24 mostra os valores de porosidade aparente das amostras
com fibras de PLGA (A) e Alginato de Sdédio (B).
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Figura 24: Porosidade aparente das amostras com fibras de PLGA (A) e Alginato

de Sédio (B).
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Para todos os tipos de fibras, 0 aumento da quantidade de fibras aumenta a
porosidade do cimento, como consequéncia da dificuldade de empacotamento das
particulas de cimento (DRIESSENS et al, 1997). Observando ambos os graficos
tanto as amostras com fibras de PLGA e fibras de Alginato de Sodio ocorreu um
aumento, nao significativo, no valor de porosidade aparente e de forma linear

durante os 14 dias que estavam submersas em SBF.

O maior aumento foi para a composicdo com 4% de fibras de Alginato de
(2,1% = 3,6), este resultado ndo era esperado, visto que as fibras de Alginato de
Saodio sdo hidrofilicas, mas durante os 14 dias onde estiveram submersas pode ter
ocorrido uma erosao tanto do cimento de fosfato de célcio e/ou das fibras de Alginato
de Sdbdio, resultando em um aumento da sua porosidade aparente. A figura 25
apresenta os resultados de Densidade aparente das amostras com fibras de
PLGA (A), Alginato de Saédio (B).
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Figura 25: Densidade aparente das amostras com fibras de PLGA (A), Alginato de

Sédio (B).
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Os resultados de densidade aparente (g/cm®) para os cimentos com
fibras (PLGA e Alginato de Sddio) figura 25, ndo houve valores de aumento ou
diminuicdo significativos. Realizando uma comparagdo numérica com 0S
valores de densidade, para todos os compdésitos, e erro médio a relacdo teve
um resultado podendo ser considerado constante. Mesmo, considerando ndo
expressivo, os valores de densidade aparente das amostras com fibras de
PLGA diminuiu durante os 14 dias. Os compositos de 1 e 3% de fibras de
PLGA é que foram os que tiveram a maior diminuicdo de densidade aparente,
respectivamente, 0,04 e 0,03 g/cm3. Para os cimentos com 1 e 4% de fibras de
Alginato de Sdédio foram os com menores valores de densidade (0,08 e
0,062%).

A figura 26 apresenta os resultados de absorcdo de agua para os

compoésitos com fibras de PLGA e Alginato de Saodio.
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Figura 26: Absorcdo de 4gua das amostras com fibras de PLGA (A), Alginato de

Sédio (B).
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Em todas as amostras o valor de absor¢cdo de agua aumentou durante
0s 14 dias submersos em SBF. Para os compositos com fibras de PLGA o
valor ndo foi significativo. Também foi verificado que durante este periodo de
14 dias, as fibras de PLGA, ndo reagiram com a solucdo, mantendo-se sua
caracteristica hidrofobica. As amostras com fibras de Alginato de Sodio
também aumentaram o seu percentual na absorgdo, principalmente, para o

composito de 4% de fibras de Alginato de Sédio.

A degradacao dos cimentos de fosfato de calcio ocorre quando a pasta
de cimento entra em contato com grandes quantidades de liquido, como
resultado da penetragdo de um na outra. Por outro lado, a reacdo de pega atua
contrariamente a degradacdo, iniciando-se quando o liquido de pega é
adicionado ao p6 de cimento, ocorrendo o aumento de resisténcia mecanica
pelo intercruzamento de cristais de hidroxiapatita. Essas duas reacdes opostas,
pega e degradacdo, ocorrem competitivamente, e as propriedades do cimento

no liquido seréo o resultado em ambas as reacdes (MIYAMOTO et al., 1996).

4.8.3. Scaffolds com as fibras de Alginato de Sodio e PLGA

Neste capitulo apresentaremos as micrografias obtidas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) para os scaffolds com as fibras de Alginato de
Sodio e PLGA. Para facilitar a andlise das amostras, os scaffolds apresentados
serdo o0s que obtiveram melhores resultados em relacdo aos ensaios
mecanicos, que foram as de cimento com 2% de fibras de Alginato de Sédio e
as de 3% de fibras de PLGA.

As imagens mostradas foram obtidas com aumento de 33 vezes, com
objetivo de ter uma visualizacdo geral das fibras, 500 vezes para ter uma
observacdo mais proxima das fibras ou de regides relevantes para o trabalho.
A figura 27 apresenta a seccéo transversal do scaffold de cimento com 2% de

fibras de Alginato de Sadio.
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Figura 27: Scaffold de cimento de a-TCP com fibras de Alginato de Sédio

E possivel observar nesta regido varios poros menores a 500 pm, que
foram formados ap0s a extracdo das esferas de parafina. A figura 28 mostra o

MEV desta mesma amostra, mas obtida com aumento de 500 vezes.

Figura 28: Superficie do scaffold de cimento de a-TCP com fibras de Alginato de
Sédio.
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Observa-se uma superficie extremamente rugosa, do cimento de a-TCP
mais 2% de fibras de Alginato de Sodio. Mesmo com o aumento de 500 vezes,
nao foi possivel distinguir as fibras de Alginato de Sédio do cimento de fosfato
de Calcio. Isto mostra que a fibras de Alginato se incorporaram e se misturaram

completamente a matriz de cimento, sendo impossivel distinguir um do outro.

Segundo Santos (SANTOS, 2002) para as amostras apenas mantidas
por 24 h a 100% de umidade, ndo se pode observar o aparecimento de
estruturas de CDHA, como seria de se esperar. O aparecimento de agulhas ou
placas petaloides € caracteristico dos cimentos de fosfato de calcio baseados
no a-TCP (GRUNINGER et al.,, 1984; YU et al.,, 1992; DRIESSENS et al.,
1997). A figura 29 mostra MEV do scaffold com 3% de fibras PLGA.

2 5 EHE R

Figura 29: MEV do scaffold com 3% de fibras PLGA.

Observa-se na figura 29 uma superficie preenchida de orificios
derivados da extracdo da parafina. Alguns destes orificios sdo superficiais
outros com maior profundidade na area seccao transversal onde foi analisada a
amostra. Estes orificios apresentam uma heterogeneidade entre si, variando o
seu tamanho. Como no caso do scaffold com 2% de fibras de Alginato de
Sadio, ndo foi possivel distinguir as fibras de PLGA com este aumento de 33

vezes.
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Nas figuras 30 e 31, entretanto, observa-se facilmente a presenca
destas microestruturas caracteristicas do cimento de a-fosfato tricalcico
reagido. E pelo intercruzamento destes cristais que ocorre o aumento da
resisténcia mecanica do material (GRUNINGER et al., 1984). A figura 30
apresenta o MEV do scaffold com 3% de fibras PLGA na composicdo do

cimento de a-TCP obtida com aumento de 500 vezes.

Figura 30: MEV do scaffold com 3% de fibras PLGA.

Para este aumento de 500 vezes do scaffold com 3% de fibras de PLGA
ja é possivel observar no cimento de fosfato de calcio precipitacdes de cristais
com formato petaloide. A figura 30 mostra alguns cristais com formatos
petaloides visualizadas e sinalizadas com setas amarelas. Mesmo assim, estes
cristais ficam nitidamente observados na figura 31 com um aumento de 5000

vezes.

99



% ¥

Figura 31: Scaffold com 3% de fibras PLGA.

Podemos verificar que as fibras de PLGA estéo totalmente incorporadas
ao cimento de fosfato de célcio, sem apresentar material aderido a superficie, o
gue explicaria os valores de propriedades mecanicas obtidos. Os cristais com
formato petaloide possuem diferentes comprimentos, diametros e diregdes. A
microestrutura obtida com este scaffold apresenta grédos de cimento de fosfato
de calcio interligados, mas ainda possui uma estrutura de poros

interconectados que € fundamental para a semeadura e cultura de células.

Pode ser observado e confirmado, pelas micrografias, que pela reagao
de hidratacdo do a-fosfato tricalcico € produzida uma hidroxiapatita deficiente
em calcio, que é visualizada na figura 31. Também podemos confirmar este
resultado, em virtude da deteccdo da banda referente ao grupamento HPO,
(961 e 2.970 cm™), caracteristico deste tipo de hidroxiapatita (LEGEROS,
1991).

Segundo Santos apds imersdo por 7 dias em SBF o fosfato de calcio
sem nenhuma modificagéo apresentou cristais com formato petaloide formando
um entrelacado cristalino responsavel pela resisténcia mecanica do cimento
(SANTOS, 2002). Estruturas similares tém sido descritas para cimentos de o-
TCP (GINEBRA et al., 1995).
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Observa-se, também, a deposicdo de hidroxiapatita no formato de
glébulos, presumidamente oriunda da solucdo SBF, comprovando a indicagédo
de biocompatibilidade do material (SANTOS, 2002).

A microestrutura da matriz de cimento ndo apresentou alteracéo
microestrutural, como seria de se esperar, uma vez que o trabalho de Mirtchi
mostrou que a presenca de sulfato de calcio favorece a precipitacdo de fosfato
de célcio diidratado (DCPD) no mesmo habito cristalino (agulhas) em
composi¢cdes de cimento baseado no B-TCP, aumentando a resisténcia
mecanica das composi¢cdes. Assim o cimento de a-TCP, com a precipitacdo da
hidroxiapatita no formato de agulhas, contribui com a resisténcia mecanica do
cimento e a melhor adesdo das fibras adicionadas a matriz (MIRTCHI et al.,
1989).
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4.9. Avaliagdo da Citotoxicidade

Na parte final do trabalho, procedeu-se a andlise de citotoxicidade dos
compdsitos. Optou-se pela avaliagéo da citotoxicidade do material pelo método
de difusdo em agar, conforme descrito na secdo de materiais e métodos. Os
compositos avaliados foram os de fibras de PLGA (3% na composi¢ao do a-
TCP) e do Alginato de Sodio (2% na composi¢ao do a-TCP), apds imersao em
SBF, por 24 horas, a 37°C. Os resultados obtidos dos scaffolds com 3% de
fibras de PLGA na composi¢do do cimento de a-TCP sao apresentados na
Tabela 6.

Tabela 6: Ensaios de citotoxidade das amostras com 3% de fibras de PLGA na

matriz de cimento de a-TCP.

DESCRICAO | INDICE DE ZONA OBTIDA APOS A LEITURA DAS PLACAS DE

a-TCP com N°1 N°2 N°3 N°4

3% de fibras Vi 1Z Vi 1Z
de PLGA 5 5 5 5
Controle 0 0 0 0
Controle 4 4 4 4

Onde 1Z, representa o indice de zona, sendo que o valor zero
corresponde a nenhuma zona de citotoxicidade e o valor 4 corresponde a uma
zona severamente citotéxica. O indice de zona corresponde a area que nao €
corada pelo agar com corante vermelho neutro. As células coradas
correspondem as células mortas. Como se pode ver na tabela 6, o cimento de
fosfato tricalcico com 3% de PLGA apresentou a graduacao de indice de zona
igual a dois, o que indica que a quantidade de células que foram coradas pelo
corante vital foi leve. A tabela 7 apresenta os resultados dos scaffolds com 2%
de fibras de Alginato de Sodio na matriz de cimento de a-TCP.
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Tabela 7: Ensaios de citotoxidade das amostras com 2% de fibras de Alginato de

Sé6dio na matriz de cimento de a-TCP.

DESCRICAO | INDICE DE ZONA OBTIDA APOS A LEITURA DAS PLACAS DE
DA CULTURAS CELULARES

AMOSTRA

a-TCP com N°1 N°2 N°3 N°4

2% de fibras

de Alginato 12 12 12 2
de Sodio 2 2 2 2
Controle 0 0 0 0
Negativo
Controle 4 4 4 4
Positivo

Como no caso dos scaffolds com 3% de fibras de PLGA, os scaffolds
com 2% de Alginato de Sodio também tiveram uma resposta citotéxica com
leve efeito tdxico para linhagem celular NCTC Clone 929 (ATCC CCL-1- tecido

conjuntivo de camundongo).

Conforme o laudo de avaliacdo citotoxidade in vitro (reatividade
bioldgica), para os dois tipos de scaffolds com fibras apresentaram efeito

citotdxico leve.

Santos, utilizou este método para avaliar a citotoxicidade de cimentos de
fosfato de célcio sintetizados por solucdo sélida e obteve respostas similares
aos do controle negativo, sendo que ambos apresentaram indice de Zona igual

a zero. Podendo o material a ser avaliado in vivo.

Conforme os resultados obtidos por Volkmer, o cimento de fosfato
tricalcico obtido via sintese de combustdo, ndo apresentou nenhum sinal de
citotoxicidade para a linhagem celular utilizada neste estudo (NCTC Clone 929,
gue sao células de tecido conjuntivo de camundongo), o que permitiria levar os
materiais sintetizados nesta tese para etapas de avaliacdo in vivo também
(VOLKMER, 2011).
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Mesmo obtendo o cimento de fosfato tricalcico com métodos diferentes,
os dois casos apresentaram o indice de Zona (1Z) igual & zero. Levando-nos a
concluir que o 1Z igual a dois obtidos, neste trabalho, uma reagéo citotoxica
leve devido as fibras em sua composicdo, mas ndo € conclusivo, pois ha
necessidade de uma avaliacéo futura citotoxica das fibras de PLGA e Alginato
de Saodio.

4.10. Andlise in vivo com células-tronco dos Scaffolds de Alginato de
Sodio

Nesta etapa do trabalho, foram confeccionados scaffolds de 100% de
fiboras de Alginato de Sddio. A incubacdo das células digeridas com
colagenase, com manutencao da fracdo aderente, originou em todos 0s casos
culturas de células-tronco com morfologia tipica, com aspecto fibroblastéide em

todas as passagens analisadas onde é apresentada na figura 32.

Figura 32: Morfologia das culturas de células-tronco mesenquimais dos

camundongos. (A) Aumento 200X no microscopio optico. (B) Aumento 400X no
microscopio optico.

A microscopia das culturas celulares mostraram um potencial de
proliferacdo caracteristico deste tipo celular, com pronunciada expanséo
durante todo o tempo em que foram acompanhadas, cerca de 45 dias. Apo6s
incubacéo das células-tronco nos scaffolds 100% de Alginato durante 3 horas a
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37°C, observou-se 100% de aderéncia das células ao scaffold fabricado neste
trabalho.

Com um processo simples conseguimos obter estas estruturas
(scaffolds), que néo requer equipamentos sofisticados, nem mesmo utiliza os
equipamentos tradicionalmente utilizados de fiacdo, que sdo mais custosos do
gue no processo desenvolvido. Isso dever reduzir significativamente os custos

de produgéo, notadamente de investimento em equipamentos.
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5. CONCLUSOES

No presente trabalho foi obtido o aumento da resisténcia mecéanica dos
cimentos 0sseos de fosfato de calcio (a-TCP) através da adicdo de fibras de
PLGA e Alginato de Sodio e a partir destas fibras foram construidos scaffolds.
O estudo envolveu dois tipos de compdsitos: a-TCP + PLGA e Alginato de
Sodio + a-TCP com 1 a 4% de fibras (m/v). Também ao longo do trabalho foi

possivel obter scaffolds com apenas o Alginato de Sédio.

Os resultados de difracdo de raios X, infravermelho e granulometria a
laser mostraram que o pd de a-TCP utilizado no trabalho foi similar ao
encontrado em literatura, tanto na sua composicao quimica e tamanho do gréo
qgue ficou na média de 8 um. O método de Impedancia para determinacdo do
tempo de pega foi realizado em cimento de a-TCP para verificar o seu tempo

de presa ou pega que foi de sessenta minutos.

Nos testes de resisténcia a compressdo dos compaésitos com fibras de
PLGA diminuiu a resisténcia a compressao em relagcdo a amostra pura de a-
TCP. Para os compositos com fibras de Alginato de Soédio se obteve um
aumento a resisténcia a compressdo nos valores de 1% e 2% e apés a
diminuicdo da sua resisténcia. O fato da diminui¢éo a resisténcia a compressao
pode ter ocorrido em ambos compdésitos, devido a formacao de bolhas durante
o processo de conformacdo dos compdsitos diminuindo a sua resisténcia e

consequentemente aumentando a sua porosidade.

Nas analises de médulo de ruptura dos cimentos com 3 % de fibras de
PLGA foi considerada a melhor composicéo, pois foi observada durante os
ensaios mecanicos a ruptura do cimento, mas as duas partes da amostra
continuavam ligadas pelas fibras de PLGA. Ja para os cimentos com fibras de
Alginato de Soédio a melhor composicao foi a de 2% de fibras na matriz de
cimento de a-TCP, pois a partir da composicéo de 3% ocorreu a saturacdo de

fibras na matriz causando a diminuicdo nos valores de modulo de ruptura.

Os valores de tenacidade a fratura (Kic e Jic) para os compositos com

fiboras de PLGA nao ocorreu variacdes significativas, isto € coerente, pois o

106



PLGA como outros polimeros possuem baixos valores de modulo de
elasticidade ndo reforcando o cimento na regido plastica do material. Para os
cimentos com fibras de Alginato de Sddio os resultados de K,c foram
significativos, pois se aproximaram do valor de K,c do osso cortical humano. E
para os valores de J,c aumentaram e isso nos leva a concluir que ocorreu um
aumento da tenacidade a fratura para os cimentos com as fibras Alginato de
Sadio.

O processo TIPS nédo permitiu a obtencao de fibras de PLGA e Alginato
de Sodio. O PLGA forma um filme fino (similar a um filme de PVC) que néao foi
possivel caracteriza-lo, e para as amostras de Alginato de Sédio formou apos a
liofilizacdo uma estrutura esponjosa, com flocos e lamelar. Também foi
constatado que com o0 aumento da concentracdo de Alginato de Sodio (0,8%)
formou uma estrutura mais compacta, favorecendo a obtencdo de estruturas

potencialmente utilizaveis como scaffolds de 100% de Alginato de Sadio.

Pelo gotejamento de solugdes em alcool isopropilico, etilico e metanol
foram obtidas fibras tanto de PLGA quanto de Alginato de Sddio. As fibras que
apresentaram uma maior homogeneidade, facil manipulacdo foram as
gotejadas em A&lcool etilico, isto para os dois tipos de materiais (PLGA e
Alginato de Sodio). Os infravermelhos do PLGA e Alginato de Saddio
apresentaram suas bandas caracteristicas e ndo sofreram mudancas quimicas
apos o gotejamento e liofilizacdo. A Unica mudanca (que as fibras de PLGA e
Alginato de Sddio) foi a sua mudanca fisica, comprovada pelas micrografias
(MEV).

Os compésitos de cimento de a-TCP com fibras de Alginato de Sodio
apresentaram melhores resultados na composi¢ao de 2%. Nas micrografias de
MEV realizadas néo foi possivel destingir as fibras da sua matriz, sendo assim
constatou-se uma integracdo de fibra com a sua matriz, também verificado
pelos ensaios mecanicos realizados onde o valor de tenacidade foram os

melhores.

Nos compositos de cimento de a-TCP com fibras de PLGA a melhor
composicdo foi a de concentracdo de 3%, foi possivel através dos MEV

distinguir os graos de a-TCP, a hidroxiapatita deficiente, mas nédo foram
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observadas as fibras poliméricas. Observou-se a integracdo e homogeneidade

entre as fibras e a matriz e uma estrutura de porosa.

Os ensaios de citotoxidade do cimento de fosfato tricalcico com 3% de
PLGA e do cimento de fosfato tricalcico com 2% de Alginato de Sédio
apresentaram a graduacdo de indice de zona (IZ) igual a dois, o que indica
citotoxicidade leve. Com os scaffolds puros de Alginato os resultados obtidos
com as ceélulas-tronco mesenquimais de camundongos transgénicos foram de
100% de adesédo aos scaffolds. Ensaios complementares de citotoxicidade e
proliferacdo celular sdo necessarios para uma melhor avaliacdo dos cimentos e

das fibras obtidas.
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