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Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo para todo o proposito debaixo do
céu.

Eclesiastes 3:1

Tempo de chorar, e tempo de rir; tempo de prantear, e tempo de dancar;

Tempo de espalhar pedras, e tempo de ajuntar pedras; tempo de abragar, e tempo
de afastar-se de abragar;

Tempo de buscar, e tempo de perder; tempo de guardar, e tempo de lancar fora;
Tempo de rasgar, e tempo de coser; tempo de estar calado, e tempo de falar;

Tempo de amar, e tempo de odiar; tempo de guerra, e tempo de paz.
Eclesiastes 3:4-8
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Uma nova metodologia para producdo de arcaboucos tridimensionais para
aplicacdo em Engenharia Tecidual foi desenvolvida com base no inchamento e posterior
liofilizacdo de uma matriz densa de polihidroxibutirato contendo 25% de quitosana
(QUI). Esta matriz foi inchada em &gua e em solucdo de fibronectina originando
respectivamente, arcaboucgos porosos de polihidroxibutirato/QUI (Apne-quizsw) €
polihidroxibutirato/QUI/fibronectina  (Apus.ouizsw ). Imagens de  microscopia
eletronica de varredura mostraram que, devido ao inchamento e a posterior eliminacéo
do fluido absorvido da QUI, ocorreu a formagdo de poros na matriz densa de PHB.
Desta forma foram obtidos arcaboucos porosos de QUI inseridos na estrutura de poros
do PHB, que degrada heterogeneamente, ocorrendo primeiramente a degradacédo da QUI
abrindo um precedente para o estudo da liberacdo de biomoléculas. A morfologia e a
composicdo dos arcaboucgos foram afetadas pelo fluido de inchamento. A presenca de
fibronectina no APHB_QU.25%FN foi confirmada por quimiluminescéncia e por FTIR. O
Apnsouizsi € 0 Appgquizswe | apresentaram modulo de compressibilidade iguais a
(13.07 £ 0.01) MPa e (18.0 £0.03) MPa respectivamente, préximos ao do 0sso
trabecular. Testes “in vitro” para avaliar a citotoxicidade dos arcabou¢os mostraram
que ambos ndo apresentaram comportamento citotoxico. A composi¢do quimica, a
distribuicdo do tamanho de poros, 0 mddulo de compressao e a ndo-toxicidade indicam
que os arcaboucos produzidos por esta metodologia tém potencial para aplicacdo na
regeneracdo do tecido 6sseo. Além disso, diferentes fluidos biologicos que possuam
afinidade com a QUI podem, potencialmente, serem utilizados no inchamento gerando
arcaboucgos com diferentes composigoes.
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Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the requirements for
the degree of Doctor of Science (D.Sc.)

PRODUCTION OF 3D POLYHYDROXYBUTYRATE/CHITOSAN SCAFFOLDS
FOR APPLICATION IN BONE TISSUE ENGINEERING
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A new methodology to produce 3D-scaffolds for Tissue Engineering application
was developed based on the swelling and further lyophilization of a dense
polyhydroxybutyrate matrix contained 25% wt of chitosan. The matrix was swollen in
water and in fibronectin solution leading to polyhydroxybutyrate/ chitosan (Apng-qui2su)
and polyhydroxybutyrate/ chitosan/ fibronectin (APHB.QU|25%FN) scaffolds, respectively.
Scanning electron microscopy images showed that the pores formation occurred due the
chitosan swelling that promotes pore formation in the dense polyhydroxybutyrate
matrix and to the elimination of chitosan adsorbed fluids. Being thus, was obtained
chitosan scaffolds into the pore PHB structure and this scaffolds degraded
heterogeneously occurring, firstly, chitosan degradation. This fact induces the study of
biomolecules delivery. Morphology and scaffolds composition were affected by fluid
used in the swelling process. The presence of fibronectin on APHB_QU|25%FN was
confirmed by chemiluminescence and FTIR. The Aps.ouizss € 0 Apns-quizsss - showed
compressibility modulus equal to (13.07 + 0.01) MPa and (18.0 +0.03) MPa
respectively, closed to the cancellous bone. In vitro tests were done to evaluate the
cytotoxic behavior of scaffolds and both did not show cytotoxicity. The chemical
composition, the distribution of pore size, the compression module and non-toxicity
indicates that the scaffolds composed of PHB / chitosan and PHB / chitosan /
fibronectin produced by this method have potential application in the regeneration of
bone tissue. Furthermore, different biological fluids which have affinity with the
chitosan could potentially be used in the swelling step generating scaffolds with
different compositions.
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Capitulo 1

INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 - Introducéo

Avangos no campo da Engenharia Tecidual tém sido motivados pela necessidade
de regenerar tecidos danificados por doencas degenerativas, traumas por acidentes ou
mesmo a perda de 6rgdos ou de suas fungdes. Atualmente, tecidos osteomusculares,
0ssos e cartilagem estdo sobre intensa investigacio em Engenharia Tecidual
(HUTMACHER, 2000, O’KEEF, et al., 2011). O uso de técnicas de Engenharia
Tecidual, destacando-se as que fazem uso de arcaboucos porosos tridimensionais cuja
funcdo é prover um suporte inicial para a adesdo celular e atuar como molde para as
células se organizarem e formarem um tecido funcional, tem sido uma alternativa
promissora no reparo/regeneracao do tecido 6sseo (CANCEDDA et al., 2007, YEATTS
et al., 2011, O’KEEFE et al., 2011 ORLANDO et al., 2011, STEVENS et al., 2008 a,
OLSON, et al., 2011, GOMES et al., 2011). Quando com esta finalidade, a Engenharia
Tecidual pode ser denominada Engenharia Ossea, cujo foco é a formacio de um novo
0SS0 “in vitro” ou “in vivo” através da combinacdo de materiais osteocondutivos,

células osteopotentes e fatores de crescimento apropriados (O’KEEFE et al., 2011).

E crescente o interesse em produzir biomateriais bioativos que induzam
respostas celulares especificas (GOMES et al., 2011). Neste contexto as proteinas
desempenham um papel importante no reconhecimento de biomateriais por células
(SHIN, 2007) e muito tem sido feito para adicionar estas a biomateriais (STEVEN, et

al. 2008 b, GOMES et al., 2011, PATTERSON, et al.,2010).



A selecdo do(s) material(s) para a confec¢do de arcaboucos tridimensionais é um
dos pontos criticos em Engenharia Tecidual (O’BRIEN, et al.,2011). Os polimeros
biodegradéaveis como o poli(3-hidroxibutitato) (PHB) e a quitosana (QUI) tem recebido
destaque (HUTMACHER, 2000).

O PHB é um poliéster pertencente a familia dos polihidroxialcanoatos (PHA). E
biocompativel a varios tipos celulares, tais como osteoblastos, células epiteliais e
condrdcitos ovinos. (CAO et al., 2005, FILIPCZACK et al, 2005, MENDONCA, et al.
2009, THIRE, et al., 2007, SUDESH, et al., 2000, SADER, 2006). Embora apresente
boa biocompatibilidade, sua aplicacdo como biomaterial fica comprometida devido a
sua fragilidade (IKEJIMA et al., 2000). De forma geral, a adicdo de um segundo
componente adequado pode melhorar as propriedades dos PHAs (ARKIN et al., 2002).
Uma das estratégias utilizadas para melhorar as propriedades mecéanicas do PHB ¢é
combiné-lo com o polissacarideo QUI (SHIH et al., 2007, PESCHEL et al., 2008).

A QUI é biocompativel, biodegradavel, ndo toxica, possui afinidade com
proteinas, é bactericida e possui propriedades osteocondutivas “in vitro” (MARTINO,
et al., 2005). Seu uso como Unico material constituinte de arcabougos porosos é
limitado devido as suas propriedades mecénicas (TANIGAWA et al., 1992,
OKAMOTO et al., 1993, KHNOR et al., 1993, TOKURA et al., 1997, SINGLA &
CHAWLA, 2001, KHALID 2002).

Exemplos s&o encontrados na literatura onde o uso da QUI alterou,
positivamente, as propriedades do PHB. Este foi o caso do trabalho desenvolvido por
IKEJIMA et al. (2000) onde filmes de PHB e QUI foram produzidos por “casting”. De
acordo com IKEJIMA et al. (2000), a presenca de QUI diminui a cristalinidade do PHB.
PESCHEL et al. (2008), que também produziram filmes de PHB e QUI, observaram

que as propriedades mecéanicas da QUI também sdo melhoradas devido a presenca do



PHB. Além da melhoria nas propriedades mecéanicas os filmes de PHB e QUI
apresentaram melhor adesdo de queratindcitos. CAO et al. (2005), compararam, a nivel
de citocompatibilidade, filmes de QUI e filmes de PHB e QUI e observaram que os
filmes de PHB e QUI apresentaram melhores resultados de citocompatibilidade além de
melhores propriedades mecénicas. Uma das justificativas para a alteragdo das
propriedades mecénicas estd associada as interagBes intermoleculares entre as cadeias
de PHB e de QUI.

O uso do PHB e da QUI, juntos, d& origem a um material anfifilico onde a
porcdo hidrofoba e hidrofila estdo associadas, respectivamente, ao PHB e a QUI (CAO
et al., 2005). A combinacdo desses materiais promove melhoria tanto nas propriedades
do PHB quanto nas da QUI (IKEJIMA et al,. 2000, PESCHEL et al. 2008, CAO et al.,
2005) e possibilita o desenvolvimento de materiais para liberagdo controlada de
farmacos e/ou fatores de crescimento ((IVANTSOVA et al., 2011). Além disso, 0 uso
da QUI permite a introducdo de grupos funcionais, possibilitando a funcionalizagdo do
PHB, que posteriormente, podem ser utilizados para conjugar fatores de crescimento
(IVANTSOVA et al., 2011). Proteinas como a fibronectina tem sido utilizada na
modificacdo da superficie de dispositivos feitos de QUI ou tratados com QUI com
intuito de melhorar a ades@o e a proliferacdo de osteoblastos (GOMES, et al., 2011,
AMARAL, et al., 2005, MENDONCA, et al., 2008).

As propriedades do PHB da QUI e da fibronectina encorajam a producédo de
arcaboucos composto por esses trés materiais, pois combinam as seguintes
caracteristicas: biocompatibilidade, osteoconducdo e biossinalizacdo. Além disso, a
adicdo de FN é feita no arcabougo pronto ficando, geralmente, restrita a superficie do

material (LIU et al., 2012, SHIN et al., 2003).



Na literatura h& pouca informacdo a respeito de arcabougos porosos
tridimensionais constituidos de PHB e de QUI. Isto pode estar relacionado ao fato de
que uma das limitacOes de se misturar QUI a poliésteres é a utilizacdo de um solvente
capaz de solubilizar tanto o poliéster quanto a QUI. De fato existem poucos solventes
comuns a QUI e a poliésteres alifaticos podendo-se destacar o 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-
propanol (HFIP) e o dimetil sulféxido (DMSO) (Chen et al., 2005) que séo solventes
caros e dificeis de ser completamente removidos. Outro problema encontrado é a
impossibilidade de fundir, simultaneamente, o PHB e a QUI. Isto porque a QUI sofre
degradacéo térmica antes que o processo de fusdo ocorra (Lopez et al., 2008).

As principais técnicas utilizadas para produzir arcabougos porosos
tridimensionais sdo: lixiviagdo de particulas, “gas foaming”, “emulsion freeze drying”,
eletrofiacdo, prototipagem répida, e separacdo de fases induzida termicamente (LIU et
al., 2004). A producéo de arcaboucos porosos de PHB/QUI utilizando boa parte destas
técnicas citadas requer uma solucdo polimérica ou que os polimeros PHB e QUI estejam
no estado fundido o que recai nas dificuldades apresentadas.

No presente trabalho uma estratégia nova e simples foi desenvolvida para
produzir arcaboucos tridimensionais a partir de uma matriz anfifilica de PHB/QUI.
Nesta a capacidade de inchamento da QUI em meio aquoso e em fluido biolégico foi
utilizada para a formacdo de poros obtendo-se assim um arcabouco poroso
tridimensional com poros abertos e interconectados e funcionalizados com potencial

aplicagdo em Engenharia Ossea.

1.1 — Objetivos

1.2.1 - Objetivo geral



Esta tese teve por objetivo a produgédo arcaboucos porosos de PHB / QUI e de
PHB/QUI biossinalizados com fibronectina para aplicacdo em Engenharia Ossea a partir
do desenvolvimento de uma nova metodologia baseada no inchamento e posterior
liofilizacdo de uma matriz anfifilica composta de PHB/QUI inchada em &gua ou em

solugéo de FN.

1.2.2 - Objetivos especificos

v Obter uma matriz anfifilica PHB/QUI denominada Pré-arcabouco.

v' Avaliar o efeito da concentracdo de QUI nas propriedades da
matriz anfifilica.

v Avaliar a morfologia, a cristalinidade e a interacdo PHB/QUI e
PHB/QUI/FN nos Pré-arcaboucos e nos arcaboucos.

v Estudar a degradacdo “in vitro” dos arcaboucos em tampao
acetato.

v Avaliar o comportamento citotéxico dos arcaboucos.



Capitulo 2
REVISAO DA LITERATURA

2.1 — Engenharia Tecidual — Engenharia Ossea

A Engenharia Tecidual pode ser definida como uma area multidisciplinar que
aplica os principios e métodos da engenharia e da ciéncia da vida juntos para
desenvolver substitutos bioldgicos que restaurem, mantenham e melhorem funcdes
teciduais ou mesmo substituam tecidos degenerados. A Engenharia Tecidual consiste no
desenvolvimento e manipulacdo de moléculas, células, tecidos, ou érgdos crescidos em
laboratério para substituir ou apoiar a funcdo de partes do corpo defeituosas ou
danificadas (LANGER, et al., 2004, OLSON, et al., 2011).

As principais técnicas utilizadas em Engenharia Tecidual sdo (TABATA, 2009):

Q) Uso de arcabougos porosos para promover a proliferacdo e a
diferenciacdo celular visando a regeneracdo “in vivo”. Neste caso um arcabouco

biorreabsorvivel pode ser utilizado de quatro formas distintas:
(@  com células e com fatores de crescimento;
(b) com células;
(c)  com fatores de crescimento;
(d) sem células e sem fatores de crescimento.

(i)  Uso de biomateriais que sirvam como espacadores e que induzam a

angiogénese. Geralmente, para esse caso, membranas sdo utilizadas;



(iii)  Uso de biomateriais para liberagdo controlada de farmacos, biomoléculas

biossinalizadoras (fatores de crescimento);

(iv)  Uso de biomateriais para manipulagdo celular “in vitro”. Este caso esta
relacionado a preparacéo e proliferacdo eficiente de células utilizando um subtrato para
cultura celular similar & matriz extracelular. Para este fim, o arcabougo citado no item

(i) pode ser utilizado.

A semeadura de células sobre e dentro de arcaboucos porosos € um método
comumente utilizado em Engenharia Tecidual (SHIN, et al., 2003, OLSON, et al.,
2011). Nas ultimas décadas, tém sido desenvolvidos biomateriais para aplicacdo em
Engenharia Tecidual que sirvam como suporte fisico e atuem como substrato adesivo

’

para células durante cultura “in vitro” para subsequente implantacdo. Esses
biomateriais deverdo viabilizar a regeneracdo do tecido hospedeiro em termos de
morfologia e de atividade. Desta forma a medida que um tecido sadio j& estivesse
consolidado, ndo haveria necessidade da presenca do biomaterial, o qual poderia ser

entdo, removido ou degradado (ZHAO et al., 2003; MORONI, et al., 2008, TABATA,

2009).

A busca por novas tecnologias e terapias para o tratamento de lesGes Gsseas
constitui uma preocupacdo mundial. Um encontro realizado no ano de 2010 nos Estados
Unidos da América reuniu os principais grupos de pesquisa no setor de Engenharia
Tecidual com foco na regeneracdo do tecido d6sseo. Neste encontro ficou claro que
avancos no setor foram conquistados na dltima década. No entanto, problemas 6sseos
ainda representam um elevado custo para os governos. Dados estatisticos apresentados

no referido encontro mostraram que somente nos Estados Unidos da América sdo gastos



anualmente cerca de 45 bilhdes de dolares no tratamento de lesdes e doencas

relacionadas ao tecido 6sseo (OKEEF, et al., 2011).

Devido ao potencial do osso de se regenerar espontaneamente, muitas lesdes
Osseas como, por exemplo, fraturas podem ser tratadas com terapias convencionais ou
cirurgias. Nao obstante, enxertos 0sseos ou substitutos 6sseos sdo frequentemente
necessarios em cirurgias ortopédicas e maxilo facial para auxiliar na cura de grandes
traumas ou na correcdo de defeitos pos-cirargicos e no tratamento de deformidades
Osseas congénitas (CANCEDDA, et al. 2003, COSTA-PINTO et al., 2011). Sendo
assim, a Engenharia Ossea tem como objetivo prover solucdes, através do
desenvolvimento de novas tecnologias, para problemas como a falta de osso em
condi¢des clinicas destrutivas e deformidades utilizando substitutos bioldgicos

(COSTA-PINTO et al., 2011, STEVEN, 2008 b).

Um elevado nimero de materiais biodegradaveis e bioreabsorvivies assim como
a confeccdo de arcaboucgos porosos, tém sido experimentalmente e/ ou clinicamente

estudados (HUTMACHER, 2000, COSTA- PINTO et al., 2011).

Apesar dos desafios enfrentados no desenvolvimento da Engenharia Ossea h4,
por parte da comunidade cientifica, um grande otimismo em relacéo a substituicdo e /
ou regeneracdao de tecidos danificados. Progressos continuos em diferentes campos
cientificos correlatos & Engenharia Ossea poderdo melhorar, futuramente, o tratamento
de defeitos 6sseos. Neste contexto, o desenvolvimento de arcaboucos tridimensionais
voltados para Engenharia Tecidual tem sido apontado como uma provavel solucdo para

problemas ortopédicos (O’ KEEF et al., 2011).
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2.2 — Arcaboucos porosos

A funcdo dos arcabougos porosos tridimensionais aplicaveis a engenharia de
tecidos é direcionar o crescimento e a migracao de células nas vizinhancas do tecido ou
0 crescimento de células em sua estrutura de poros. O desenvolvimento de materiais
porosos tridimensionais é de interesse particular devido a capacidade destes materiais de
mimetizar as condi¢des naturais da matriz extracelular em termos de estrutura,
composicdo quimica e propriedades mecanicas (HUTMACHER, 2000, FILIPCZAK,

2005, KRETLOW et al., 2007, HUTMACHER et al., 2007).

As caracteristicas quimicas dos arcaboucos sdo essenciais para a adesdo e
proliferacdo celular e consequente formacéo do tecido desejado WIDMER (1998). Um
grande nimero de materiais poliméricos e cerdmicos vem sendo avaliados na produc¢éo
de arcaboucos porosos aplicados a engenharia 6ssea. Os materiais ceramicos vem sendo
utilizados desde 1982 como cimento ésseo e sdo biocompativeis, osteocondutivos e
moldaveis. No entanto, materiais ceramicos sdo quebradigos e apresentam baixa taxa de

degradacdo (MISTRY & MIKOS, 2005).

Os materiais poliméricos apresentam mais vantagens do que 0S ceramicos.
Dentre essas vantagens pode-se citar: flexibilidade, as propriedades mecanicas e taxa de
degradacdo podem ser modificadas pela composicdo e pelo tipo de processamento.
Além disso, fatores como hidrofilicidade e cristalinidade também sdo passiveis de
serem controlados (MISTRY & MIKQOS, 2005). Dentre os materiais poliméricos
empregados na producdo de arcabougos porosos destacam-se: 0s compoésitos do tipo
composito bioreabsorvivel/materiais bioativos; 0s polimeros naturais tais como
proteinas, polissacarideos, poliésteres de origem microbiana e os polimeros sintéticos

(PUPPI et al., 2010).
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A biodegradabilidade dos polimeros é passivel de modificacdo através do
designer molecular. Alguns polimeros contém ligagdes quimicas que podem sofrer
hidrélise quando expostas a ambientes aquosos, e outros polimeros podem ser
degradados por células ou pela acdo de enzimas. Por estas raz8es, materiais poliméricos
tém sido extensivamente estudados para serem aplicados na constru¢do de arcabougos
aplicados a Engenharia Ossea (LIU, et al., 2005). Exemplos de polimeros
biodegradaveis utilizados em Engenharia de Tecidual s&o: poli(acido glicdlico) (PGA),
poli(acido latico) (PLA) e seus co-polimeros poli(acido latico-co-acido glicolico)
(PLGA) policaprolactona (PCL), polihidroxibutirato (PHB) e QUI (PUPPI, et al.,

2010).

O desenvolvimento destes arcabougcos requer que 0s materiais sejam
adequadamente processados para obter matrizes porosas com a morfologia apropriada
(FILIPCZAK, 2005). Sendo assim, diferentes técnicas tém sido empregadas na

producdo de arcabougos porosos.

2.2.1 — Técnicas de Fabricacéo de arcaboucos porosos

Os arcabougos vém sendo fabricados através de diferentes metodologias para
facilitar a distribuicdo celular e guiar o crescimento destas dentro da estrutura porosa.
As principais metodologias empregadas na confeccdo de arcabougos porosos
tridimensionais séo:

Q) Solvente “casting” - Esta metodologia é muito simples e de baixo custo.
E extensamente baseada na evaporagdo do solvente dando origem ao arcabouco através
de duas rotas. Uma delas consiste na inser¢édo de um molde em uma solugéo polimérica.
Em seguida aguarda-se até que a solucdo polimérica seque criando uma membrana
polimérica. Na segunda rota a solucdo polimérica € adicionada a um molde por um

periodo de tempo suficiente para a formacdo de uma membrana que, em seguida, é
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aderida a um molde para formar a estrutura porosa. Um dos inconvenientes desta
técnica é que, dependendo da natureza do solvente utilizado para fazer a solucéo, pode
ocorrer a desnaturacdo de proteinas. Alem, disso uma remocao ineficiente do solvente
pode fazer com que o produto final seja toxico (MIKOS et al., 2004).

(i)  Lixiviacao de particulas — A lixiviagdo de particulas é uma das técnicas
mais utilizadas na fabricacdo de arcaboucos porosos tridimensionais (MA et al., 1999).
Sal, cera, ou agUcar podem ser utilizados para a criacdo de poros ou canais. O agente
porogénico (na faixa granulométrica estipulada) é adicionado a um molde contendo a
solucdo polimérica. Apos a evaporacdo do solvente, o agente porogénico é lixiviado
dando origem ao arcabougo poroso. O tamanho de poros pode ser controlado
alternando as seguintes varidveis, faixa granulométrica, quantidade de agente
porogénico utilizada e a morfologia das particulas. Ndo é necesséria uma elevada
quantidade de polimero nesta técnica, o que configura uma vantagem. No entanto, esta
técnica apresenta alguns pontos criticos como formato e a interconectividade dos poros.

(iii)  “Gas Foaming” — A maioria das técnicas de producdo de arcabougos
porosos faz uso de solventes organicos que podem, quando nd&o completamente
removidos, tornar o arcabougo citdxico. Visando minimizar este problema, foi
desenvolvida a metodologia “Gas foaming” que elimina a necessidade da utilizacdo de
solventes orgénicos e de altas temperaturas. A producdo do arcabouco comeca com a
formacdo de um disco polimérico soélido utilizando moldagem por compresséo. O disco
polimérico é introduzido em uma camara e é exposto ao gas didxido de carbono a
elevadas pressdes por um determinado tempo para que o polimero seja saturado com o
gas. Nestas condigcbes, o didxido de carbono dissolvido se torna instavel ocorrendo
assim uma separacao de fases entre o dioxido de carbono e o polimero. As moléculas de

dioxido de carbono formam “clusters” para minimizar a energia livre; como resultado
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ocorre a nucleagdo dos poros. A pressdo de dioxido de carbono é rapidamente reduzida
até a pressdo atmosférica. Com esta metodologia obtém-se arcabougos com porosidade
acima de 93% e tamanho de poros maiores do que 100 pm (MIKOS et al., 2000,
SUBIA, et al., 2010).

(iv)  Separacdo de fases — Esta técnica utiliza um sistema homogéneo
multicomponente termodinamicamente instavel. A producdo de arcabougos porosos por
esta técnica requer que uma solugdo polimérica seja separada em duas a uma
determinada temperatura. Uma fase com baixa concentra¢do de polimero e a outra com
elevada concentracdo do polimero. A fase pobre em polimero é removida (por
liofilizacdo ou extragcdo do solvente) dando origem a uma estrutura porosa (LIU et al.,
2007, MIKOS et al., 2000, SUBIA et al., 2010).

(V) Eletrofiacdo — A técnica de eletrofiacdo para a producdo de arcabougos
utiliza a forca eletrostéatica para a producdo de fibras que podem ser produzidas em
nanoescala ou microescala. Este processo € controlado por um campo elétrico formado
por dois eletrodos com cargas opostas. Um dos eletrodos é colocado na solugdo
polimérica, ao passo que o outro é posicionado em um coletor. Geralmente, quando a
solucdo polimérica é bombeada, como resultado, tem se a formacdo de gotas. No
entanto, a acdo do campo elétrico favorece a formacdo de fibras, pois ocorre que a
tensdo do campo é maior do que a tensdo superficial da solucdo polimérica. Sendo
assim, um jato é formado e simultaneamente ocorre a evaporacdo do solvente havendo
assim a formacé&o das fibras as quais sdo depositadas no coletor (SUBIA et al., 2010).

(vi)  “Melting mold” — Neste processo, polimero na forma de pé é adicionado,
juntamente com um agente porogénico, a um molde e aquecido a uma temperatura

superior a temperatura de transicdo vitrea e submetido a alta pressdo. Desta forma as
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particulas do polimero se unem. Em seguida o material resultante é removido do molde
e 0 agente porogénico é removido por lixiviagdo (COSTA-PINTO, et al.2011).

(vii)  “Fiber mesh”- Esta técnica consiste no enovelamento de uma fibra em
uma estrutura tridimensional de tamanho de poros variados. As principais vantagens
desta técnica € a obtengdo de um arcabougo com elevada éarea superficial para a adeséo
celular e a difuséo de nutrientes favorecida pela arquitetura do arcabouco (CHEN et al.,
2001).

(viii) “Freeze drying” — Esta técnica é baseada no principio da sublimag&o.
Primeiramente o polimero é dissolvido em um solvente para que se obtenha uma
solucdo com a concentracdo desejada. A solugdo é congelada e o solvente é removido
por liofilizacdo a alto vacuo e baixas temperaturas (TSANG et al., 2004).

(ix)  “Wet spinning” — Nesta metodologia uma solucéo (a solucdo pode ser
protéica, polimérica ou de um polissacarideo) é bombeada através de uma fieira
(spinneret) e € precipita em um meio contido em um recipiente de dimensGes
predefinidas. Sendo assim, a medida que a fibra vai precipitando ocorre a formagéo do
arcabougo (DENBAS et al., 2000, TUZLAKOGLU et al., 2004).

(x)  Prototipagem rapida — A técnica de prototipagem € chamada também
de técnica “solid free-form” (SFF). Esta é a técnica mais avancada para a producao de
arcaboucos porosos. A construgdo de um arcabouco por esta técnica é controlada por
um sistema computacional e produz, rapidamente, objetos em 3D utilizando um método
de fabricacdo em camada. Geralmente o designer do arcabouco é feito utilizando um
“software” que “constroi” o arcabougo em uma série de camadas (se¢Oes transversais).
Desta forma, o arcabouco e construido camada por camada (SUBIA et al., 2010). Nos
ultimos anos mais de 20 sistemas de SFF foram desenvolvidos e comercializados

podendo-se citar entre os mais relevantes (LIU et al., 2007):
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v Esterolitografia (SLA) — Envolve a polimerizagdo de um mondmero em

estado liquido capaz de sofrer cura pela acdo de um laser que atua de acordo com 0s
dados de secédo transversal previamente programados em computador. Uma vez que
uma camada é construida o processo de cura pela agdo do laser é reiniciado para a
construcdo de uma nova camada que serd formada sobre a anterior e assim
sucessivamente. O processo € repetido até que o modelo seja completamente construido;

v Sinterizacdo seletiva a laser (SLS) — E um processo que permite a

obtencdo de estruturas tridimensionais complexas através da formacdo de camadas
sucessivas (com secdo transversal de acordo com a programacao computacional) de um
material em pd. A formac&o da estrutura se d& com aplicagdo do laser em &reas seletivas
com intuito de fornecer energia térmica afim de que ocorra a sinterizacdo nos locais
onde o feixe incide (KRUTH, et al.,2005).

v Deposicao no estado fundido (FDM) - Utiliza um bocal mével aquecido

para extrusar o material polimérico em molde para a construcdo de arcabougos porosos
tridimensionais. Dependendo do tipo de maquina uma variedade de biomateriais pode
ser utilizada na confeccdo de arcaboucos. Uma grande vantagem desta técnica é a ndo
utilizacdo de solventes organicos. Todavia, FDM é restrita a0 uso de materiais
termoplasticos com viscosidade apropriada inviabilizando a utilizacdo de células e
fatores de crescimento durante o processo produtivo (SUBIA et al., 2010) .

v Ink jet printing (1JP) — A impresséo tridimensional emprega a tecnologia
IJP para ejetar uma substancia pastosa da cabega da “Jet head”’, que se move de acordo
com os dados de secdo transversal previamente programados. A pasta dissolve e une as
particulas adjacentes para a formacgéo de camadas. O inconveniente desta tecnologia é a
dificuldade de remover do arcabougco o p6 remanescente do processo produtivo e a

completa remocédo do solvente (LIU et al., 2007).
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De acordo com a literatura 0 método utilizado na producéo dos arcaboucos afeta
as propriedades destes. MASAELI et al. (2012) avaliou o efeito da metodologia nas
propriedades de arcaboucos de PHB. Os arcaboucos foram produzidos por lixiviacdo de
sal e por eletrofiacdo. Os arcaboucos apresentaram propriedades mecanicas e
morfologias distintas. Além disso, o comportamento de células Vero e de células
mesenquimais de camundongo foi avaliado. N&o foram observadas diferencas no
comportamento de células de camundongo nos arcaboucos. Ja as celulas Vero se
portaram de formas diferentes nos arcabougos produzidos por lixiviagdo e eletrofiagdo.
De fato; os arcabougos produzidos por MASAELI et al. (2012) devido aos diferentes
processos de fabricacdo, apresentaram propriedades fisico-quimicas diferentes. Posto
isso, foi concluido que a metodologia empregada na producdo dos arcaboucos afeta a
biocompatibilidade do arcabouco.

Algumas vantagens e desvantagens das técnicas de producdo de arcaboucos sdo

apresentadas na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1 — Vantagens e desvantagens de algumas técnicas de producdo de

arcabougos porosos com potencial aplicacdo em Engenharia Tecidual (SUBIA et al,

2010) .

Métodos

Vantagens

Desvantagens

Solvente “casting”,

lixiviacdo de particulas

Gas foaming

Eletrofiacdo

Separacdo de fases

Prototipagem répida

Fiber mesh

Fiber bonding

Melting mold

Freeze drying

Controle do tamanho de
poros, porosidade e

cristalinidade

Controle do tamanho de
poros, porosidade e
auséncia de solventes
organicos

Controle do tamanho de
poros, do diametro da fibra

e da porosidade

Nao diminui a atividade
molecular

Otimo controle da
porosidade e do tamanho de
poros

Elevada area superficial e
rapida difusdo de nutrientes
Elevada razéo area volume

e alta porosidade

Controle da porosidade e do
tamanho de poros

N&o € necessario o0 uso de
agente porogénico nem

elevadas temperaturas

Limitacdo nas propriedades
mecanicas, residuo de
solvente e residuo de agente
porogénico.

Limitacdo nas propriedades
mecénicas e
interconectividade dos poros
inadequada

Limitacdo nas propriedades
mecanicas, o tamanho de
poros diminui com o aumento
do didmetro da fibra.

E dificil controlar a
morfologia dos poros

O tipo de polimero ¢ limitado
e 0 equipamento utilizado é
caro.

Baixa estabilidade estrutural

Baixas propriedades
mecanicas e o tipo de
polimero é limitado.

Requer altas temperaturas
para polimeros ndo amorfos
Tamanho de poros pequenos e

0 processo é demorado.
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2.2.3 — Biossinalizagéo de arcaboucos porosos

Um dos desafios da utilizacdo de arcaboucos porosos tem sido como melhorar a
interacdo entre biomateriais e células visando controlar a adesédo celular e a manutencgéo
da expressdo fenotipica. Sendo assim, muitos estudos tém sido feitos visando a
producdo de materiais biomiméticos (CAl et al., 2002; SHIN et al., 2003; JIAO & CUI,

2007; LIU et al., 2012).

Materiais poliméricos como, por exemplo, poliésteres de origem bacteriana tém
sido amplamente empregados na producdo de arcaboucos tridimensionais. No entanto,
muito se tem feito no intuito de tornar tais materiais biossinalizados através da
incorporacdo de moléculas bioativas. Neste contexto pode-se citar a biossinalizagéo do
PHB que ainda precisa ser explorada visto que na literatura sdo encontrados poucos
trabalhos quando comparado aos poli(a-hidroxiacidos) (LIU et al.,2012).

Biomacromoléculas como as proteinas, polissacarideos, proteoglicanas e seus
derivados exercem um papel importante no processo de adesdo celular (JIAO et al.
2007). O reconhecimento de biomateriais por parte das células é essencialmente
baseado em interacbes mediadas por integrinas (proteinas heterodiméricas e
transmembranares que reconhecem proteinas de matriz celular como fibronectina,
vitronectina, laminina e colageno) e depende também das caracteristicas fisico-quimicas
do material (ITO et al, 1997). Sendo assim, se essas moléculas bioativas forem
imobilizadas na superficie de biomateriais, a biocompatibilidade da superficie pode ser

significativamente melhorada (JIAO et al. 2007).

Fibronectina denota um conjunto de isoformas de uma glicoproteina dimerica,

com pesos moleculares que variam de 440.000 a 500.000 Da. Encontra-se fibronectina
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em todos os organismos vertebrados sob duas formas fundamentais: no plasma
sanguineo e em outros fluidos corporais sob uma forma soltvel e compondo a matriz
extracelular de diversos tecidos sob uma forma insoluvel. A fibronectina é
reconhecidamente uma molécula com funcBes de adesdo, migracdo e diferenciacdo

celular, bem como organizacgdo Tecidual (MENEZES, 2003).

A adsorcdo de fibronectina, uma das principais proteinas de matriz extracelular
(MECs), e/ ou de uma de suas pequenas sequéncias de peptideos (arginina — glicina —
acido aspartico ou RGD), a superficie de materiais pode promover a adesdo celular
mediada por integrinas (SHIN, 2007).

Geralmente componentes bioativos podem ser incorporados a arcaboucos
funcionalizados (LIU et al., 2012). O reconhecimento biomolecular por células tem sido
alcancado através da modificacdo de superficies e de volume de biomateriais utilizando
biomoléculas via métodos fisico-quimicos. No entanto, a modificacdo de superficies
utilizando peptideos oferece, potencialmente, o controle do comportamento celular
somente na superficie do material. Ja com a modificacdo do volume os peptideos
envolvidos na sinalizacdo celular sdo incorporados no biomaterial resultando em
diversos sitios de reconhecimento ndo sé na superficie, mas em todo o volume (SHIN et
al., 2003).

Muitas metodologias vém sendo desenvolvidas para modificar a superficie de
poliésteres. Uma delas envolve a incorporacdo de unidades monoméricas contendo
grupos funcionais que, posteriormente, sdo utilizados para ligar covalentemente
moléculas bioativas. Porém esta metodologia € problematica, pois requer o
desenvolvimento de uma rota sintética e o peso molecular do polimero pode ser
alterado. Todavia, outras metodologias tem sido adotadas para modificar superficie de

poliésteres alifaticos. Dentre elas destacam-se as apresentadas na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2 — Modificagdo de superficie utilizando biomacromoléculas (JIAO et al. 2007).

Modificacéo

Mecanismo

Meétodo

Grafitizacéo

Recobrimento de

superficie

Entrapment

Eletrostatica“self-

assembly”

Imobilizacdo de peptideos bioativos, proteinas e
polissacarideos para melhorar a adesdo celular e a
biocompatibilidade

Imobilizacdo de macromoléculas bioativas e fatores de
crescimento para melhorar a afinidade celular
Imobilizacdo de moléculas bioativas ou

biomacromoléculas sollveis em agua para melhorar a

hidrofilicidade e a compatibilidade com o sangue

Imobilizacdo de macromoléculas bioativas hidrofilicas
e carregadas para controlar a adesao e a diferenciacédo

celular.

Grafitizacdo quimica,
grafitizacdo fotoquimica e

grafitizacdo por plasma,

Adsorcéo fisica

Inchamento em uma
solucdo e subsequente
adicdo em um ndo solvente
visando a estabilizacdo da

superficie.

Deposicéo de polianions e

polications alternadamente
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A regeneracdo do 0sso pode ser acelerada com a adicdo de fatores de
crescimento apropriados incorporados a carreadores biodegradaveis. Esses carregadores
em esséncia permitem a liberacdo controlada de fatores de crescimento. Além disso,
esses carreadores permanecem no local por um periodo de tempo suficiente para
estimular o processo de cura. A adesdo de osteoblastos é mediada por glicoproteinas
contendo a sequencia de peptideos RGD, como é o caso da FN. Devido a isso, esforgos
tém sido feitos para incorporar proteinas, como a FN a biomateriais apliciveis a

engenharia 6ssea (LEE, et al., 2007).

2.3 Polihidroxibutirato

O PHB (Figura 2.1) é um poliéster isotatico de origem bacteriana que pode ser
produzido por um numero varidvel de diferentes bactérias como, por exemplo,
Alcaligenes eutrophus, Azotobacter vinelandii, Escherichia coli, Pseudomonas putida, e

outras. O PHB pertence a familia dos polihidroxialcanoatos (PHA) e é membro mais

CH, ‘c‘)
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n

Figura 2.1- Estrutura do polihidroxibutirato

produzido.

A alta pureza do PHB resulta em um baixo grau de nucleacdo heterogénea,
conduzindo ao crescimento de grandes esferulitos, 0s quais sdo responsaveis pelo
comportamento quebradico desse polimero. O PHB forma cristais lamelares
extremamente finos que sdo organizados em cristais simples e alongados quando

crescem a partir de solugdes diluidas ou esferulitos quando crescem a partir do estado
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fundido. A espessura lamelar nos esferulitos é em torno de 50 A e em cristais crescidos
de solugbes podem ser menores. A velocidade de cristalizagdo do PHB puro é
relativamente baixa quando comparada com os polimeros sintéticos comuns, mostrando

um maximo em temperaturas na faixa de 55 a 60°C (RENSTAD, et al.,1997).

De acordo com a literatura o PHB fornece um micro-ambinete favoravel a
cultura de células e por esta razdo tem um elevado potencial para aplicacdo em
Engenharia Tecidual. O desempenho do PHB tem sido avaliado em diferentes cenarios
incluindo nervos e tratamento do tecido 6sseo (AHMED et al. 2010).

O uso de PHB na forma de filme (AHMED et al. 2010), arcabougos porosos
(PEREIRA et al. 2012), materiais compositos (ALVES et al, 2011), nanocompdsitos
(KHASIM et al., 2010) e materiais de liberacdo controlada (IVANTSOVA et al., 2011)
tem sido avaliado por diversos grupos de pesquisa. De acordo com PUPPI et al. (2010)
dispositivos feitos de PHB tem demonstrado uma adaptacdo consistente no que tange a
regeneracdo de tecidos 6sseos ndo induzindo respostas inflamatdrias indesejaveis um

ano apés a implantacao.

Diversas metodologias vém sendo empregadas na producdo de arcaboucos
porosos de PHB. MENDONCA et al. (2009), SADER, et al. (2003) e WANG, et al.
(2004) produziram arcaboucos porosos de PHB utilizando a técnica de lixiviacdo de sal.
MENDONCA et al. (2008) avaliaram a adesdo de osteoblastos humanos a superficie de
arcaboucos porosos de PHB e observaram que a adesdo de osteoblastos humanos a
superficie do arcabouco foi de 49%. WANG et al., (2004) avaliaram a interacdo entre
osteoblastos e arcaboucos de PHB e encontraram depositos de fosfato de célcio na
superficie dos arcabougos. Segundo WANG et al., (2004) ensaios utilizando alcalino
fosfatase indicaram atividade de osteoblastos na superficie dos arcaboucos. Além disso,

foi observada proliferacdo celular na superficie do arcabougo de PHB. Os arcaboucos
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produzidos por SADER, et al. (2003) promoveram a deposi¢do espontanea de camada
de fosfato de célcio, o que é um indicativo de bioatividade. Além disso, estudos da
interacdo de células dsseas de camundongo com o0s arcaboucos porosos de PHB
mostraram que 0S mesmos sdo biocompativeis, ndo-citotoxicos e que propiciaram a

adesdo e a proliferacdo de céelulas osteoblésticas de camundongo.

Arcaboucos de PHB produzidos por prototipagem (PEREIRA et al., (2012),
“casting” (KHASIM et al., 2010); freeze-drying (CAO et al., 2005 ), separacao de fases
(PEREIRA, 2009), “fiber mesh” (ZONARI et al.,, 2012) tem sido avaliados em

engenharia de tecidos.

E comum o estudo de arcabougos compostos por PHB acrescido de um outro
material, como por exemplo pode-se citar o trabalho desenvolvido por KHASIM et al.,
(2010) que desenvolveram arcaboucos de PHB e hidroxiapatita € o desenvolvido por
CAO et al. (2005) que combinaram PHB e QUI. Embora o PHB apresente bons
resultados como material aplicavel a Engenharia de tecidos (KROEZE et al., 2009)
alguns problemas como pobre estabilidade térmica e o fato de ser um material
quebradico(IKEJIMA et al., 1999, ARKIN et al., 2002), limitam sua utilizacdo como
biomaterial. No entanto, esses problemas podem ser solucionados combinando o PHB
com diferentes materiais (ARKIN et al., 2002, KROEZE et al., 2009). De acordo com
IKEJIMA et al. (1999) o carater quebradico do PHB pode ser alterado através da
combinacdo deste com o polissacarideo QUI.

MISRA et al. (2010) produziram arcaboucos contendo 70% de PHB e 30% de
Bioglass® (Bioactive glass) utilizando a técnica de lixiviagdo. O arcabouco assim
produzido apresentou bioatividade ap6s dez dias em solucdo simuladora do fluido
corporeo (SBF (sorological body fluid)). O arcabougo foi submetido a um ensaio “in

vivo” por uma semana sendo implantado subcultaneamente em ratos obtendo resultados

24



positivos. Ainda nesta pesquisa conduzida por MISRA et al. (2010), foi produzido um
arcabougo multifuncional contendo além do Bioglass®, vitamina E e/ou nanotubos de
carbono. Com esta composicdo foram obtidos arcaboucos com atividade bactericida,
bioativo, antioxidante e capaz de conduzir corrente elétrica. A aquisicdo dessas
propriedades mostra a versatilidade do PHB quando combinado a outros materiais.

ALVES et al. (2011) avaliaram o desempenho de um implante sseo composito
com a seguinte composicéo: 70% de PHB e 30% de hidroxiapatita. O compdsito foi
implantado em gatos. Os resultados mostraram que 0S compositos provocaram uma
inflamacdo local cronica apesar de sua aceitacao clinica (ALVES, et al.2011).

O efeito da modificacdo de superficie de arcaboucos porosos de PHB também
tem sido estudado visando melhorar o desempenho deste polimero como biomaterial.
Neste contexto, estratégias biomiméticas como aquelas descritas no item 2.2.3 vem
sendo empregadas. A imobilizacdo de proteinas na superficie de materiais poliméricos
requer, frequentemente, a presenca de grupos funcionais especificos, tais como carboxil,
amino e epdxi. Por esta razdo, dispositivos de PHB vem sendo modificados para
introduzir grupamentos que melhorem a afinidade deste com proteinas (MENDONCA
2008, THIRE et al.2007, MEIGA, 2010).

MENDONCA (2008) avaliou o efeito do tratamento prévio da superficie de
arcaboucos porosos de PHB com etilenodiamina e com QUI na adsor¢do de FN. A
modificacdo da superficie de arcaboucos porosos de PHB também foi avaliada por
MEIGA (2010) que além de avaliar a adsor¢do de FN avaliou metodologias para
imobilizar, covalentemente, FN na superficie de arcabougos de PHB. Tanto
MENDONGCA, 2008 quanto MEIGA, 2010 constataram que o tipo de tratamento dado a

superficie do biomaterial afeta a interagdo FN/biomaterial. De acordo com
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MENDONCA et al., 2009 a presenca de FN na superficie de arcabougos porosos de
PHB aumentou adeséo de osteoblastos humanos.

Recentemente, uma nova geracdo de materiais vem sendo desenvolvida com
intuito de incorporar substancias como antibidticos em polimeros visando a liberacéo
controlada destes. Combinar as fungfes dos arcabougos porosos tridimensionais com
sistemas de liberacdo controlada tem sido um dos grandes potenciais de polimeros
biodegradaveis ndo so para a liberagdo de antibidticos como também na liberacdo de
fatores de crescimento (como por exemplo, fatores de crescimento para vascularizacéo e
proteinas envolvidas na formacdo do 0sso). Neste cendrio o PHB aparece como um

material promissor (KROEZE et al., 2009).

2.4 Quitosana

A QUI, B(1- 4)-2-amino-2-deoxi-D-glicose (Figura 2.2) é um polissacarideo
linear obtido a partir da desacetilagdo da quitina pelo processo de hidrélise basica
(JUSTI, et al.,, 2004, COSTA-PINTO et al., 2011). A quantidade de glucosamina
remanescente na QUI é chamada de grau de desacetilacdo (EUGENE et al., 2003). A
QUI tem, geralmente, trés grupos funcionais reativos, um amino grupo e grupos hidroxil
primarios e secundarios (MADIHALLY et al., 1999). A solubilidade da QUI depende
dos grupos amino e N-acetil, que sdo sollveis em pH acido. Em meio acido a QUI se
torna um polieletrolito (RINAUDO et al., 1999). E o Gnico polimero pseudonatural de
carater cationico e por esta razdo interage com espécies anidnicas como as
glicosaminoglicanicas (GAG) e proteoglicanas e com outras espécies negativamente

carregadas presentes no sangue (COSTA-PINTO et al., 2011).
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Figura 2.2 — Estrutura da QUI

Dentre as propriedades da QUI que a torna propicia para aplicacdo em
Engenharia Tecidual destacam-se a biodegradabilidade, a biocompatibilidade, a
atividade bactericida, a caracteristica bioadesiva e o fato da QUI auxiliar a cicatrizagao
(COSTA-PINTO et al., 2011). Além disso, a QUI se torna atraente por ser moldavel em
diferentes estruturas tais como: micro-esferas, pastas, membranas, esponjas, fibras e
arcabougos porosos.

Uma propriedade interessante da QUI é a capacidade de formar hidrogéis que,
de acordo com a literatura, podem possuir diferentes definicdes. A mais usual é que um
hidrogel é uma rede macromolecular capaz de inchar em meio aquoso ou em meio
bioldgico (BERGER et al, 2004 a,b). Dependendo da forma como as macromoléculas se
ligam, os hidrogéis podem ser classificados em trés classes: redes interpenetrantes,
redes ligadas covalentemente e redes formadas por interacdes fisicas. No caso de
hidrogéis de QUI, BERGER et al., (2004 a,b), sugerem que estes sejam classificados
em hidrogéis quimicos, formados por ligacbes covalentes e hidrogéis fisicos, formados
por ligagBes reversiveis. Do ponto de vista estrutural, os hidrogeis podem ser
constituidos por uma ou mais redes poliméricas, formadas por cadeias interligadas
(MOURA et al, 2008).

A formacdo de hidrogéis de QUI através da formacdo de complexo € uma
alternativa a formacéao de hidrogeis utilizando ligagbes covalentes. Hidrogeéis formados
ionicamente podem ser formados a partir de QUI e de outro polimero, que deve

apresentar cargas negativas (BERGER, 2004a).
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Hidrogéis de QUI podem ser formados por: cadeias de QUI ligadas por
moléculas de baixa massa molar; por uma rede hibrida de polimeros ligada através de
ligacGes covalentes; semi-interpenetracdo de moléculas de QUI com a cadeia de um
outro polimero e por interagdes idbnicas (BERGER, 2004a).

As principais estratégias para producdo de arcabougos porosos de QUI séo:
“freeze —drying” , separacao de fases e “wet spining” (que permite a producdo de
fibras). A QUI também pode ser moldada na forma de nanofibras para a formacéo de
arcaboucos (COSTA-PINTO et al., 2011).

Devido as forcas intra-cadeias e aos grupos hidroxil e amino a QUI tende a
degradar antes de fundir (COSTA-PINTO et al., 2011). Geralmente a QUI é combinada
com outros materiais em arcaboucos aplicaveis a Engenharia Tecidual devido as suas
pobres propriedades mecanicas (CHEUNG et al., 2002).

A QUI tem sido utilizada na modificacéo de superficie de arcabougos protéticos
por ser capaz de induzir a adesdo de osteoblastos (LEE et al., 2002). Segundo,
KLOKKEVOLD et al. (1996) e LAHWJI et al. (2000) a QUI apresenta potencial
osteocondutivo “in vitro”. BUMGARDNER et al. (2003) mostraram que a superficie
de titdnio recoberta com QUI via modificacdo quimica aumentou a adesdo e a
proliferacdo de osteoblastos.

LEE et al, 2002 avaliaram o uso de matrizes porosas de QUI e de QUI/ poli(L-
acido latico) (PLLA) produzidas pela técnica “freeze drying”. As matrizes porosas de
PLLA com QUI apresentaram maior valor de adesdo de osteoblastos quando
comparadas ao PLLA puro. Os resultados mostraram que a presenca de QUI induz a
regeneracao de tecidos.

CAl et al. (2007), modificaram a superficie de arcaboucos porosos de poli(D-L,

acido latico) (PDLLA) recobrindo-a com QUI. Ensaios mostraram que, 0s arcaboucos
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recobertos com QUI apresentaram melhor biocompatibilidade e, maior potencial para a
formagé&o de 0sso.

FAKHRY, et al. (2004), avaliaram o comportamento de osteoblastos e
fibroblastos em filmes de QUI. Os resultados mostraram que osteoblastos aderiram e
espraiaram sobre a superficie do suporte confeccionado com QUI. Um resultado
importante encontrado por FAKHRY, et al. (2004) foi que a QUI induz,
preferencialmente, a adesdo e o espraiamento de osteoblastos em relacéo a fibroblastos.

Devido a natureza da QUI, alguns pesquisadores tém avaliado sua interagdo com
proteinas para alcancar respostas celulares especificas. Proteinas, como por exemplo, a
fibronectina, tem sido utilizada na modificacdo de superficies de dispositivos contendo
QUI ou tratados com QUI visando melhorias na adesdo e na proliferagdo celular
(GOMES, et al., 2011, MENDONCA, et al., 2008, AMARAL, et al., 2005). AMARAL
et al. (2009) avaliaram a interagdo de QUI com fibronectina e relacionaram 0s
resultados ao grau de acetilagdo da QUI. Foi observado que QUI com grau de
desacetilacdo igual 96 % foi mais eficiente para a imobilizacao de fibronectina do que a
QUI com grau de desacetilacdo igual a 85%.

A literatura relata que peptideos foram imobilizados na superficie de membranas
de QUI e PLA. Os resultados das culturas demonstraram que a imobilizacdo de
peptideos pbde, efetivamente, melhorar a adesdo e a mineralizacdo de osteoblastos no
arcabouco poroso. Os resultados deste estudo indicam que, com a imobilizagdo de
peptideos especificos para osteoblastos, é possivel obter arcabougos porosos contendo
osteoblastos que terdo potencial para serem utilizados na construgédo de tecidos 0sseos

(HO et al., 2006).

MIRANDA, et al.(2011), produziram arcaboucos de QUI — gelatina com

objetivo de investigar o efeito do arcabouco no comportamento de células
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mesenquimais de ratos (BMMSCs) em cultura tridimensional. Este biomaterial
promoveu a adesdo e o espraiamento das BMMSCs “in vitro”. Além disso, foi
observada viabilidade celular. O biomaterial foi avaliado “in vivo” e, apds 21 dias, o
0sso alveolar e o tecido epitelial foram completamente estabelecidos (MIRANDA et al.,

2011).

2.5 Polihidroxibutirato e QUI

Atualmente existem varios polimeros biodegradaveis aplicaveis a Engenharia
Tecidual e estes podem ser divididos em duas categorias: poliésteres hidrofébicos
como, por exemplo, o PHB e biopolimeros hidrofilicos, como por exemplo, a QUI. De
acordo com a literatura esses polimeros possuem propriedades inferiores quando
utilizados individualmente. O uso simultadneo de polimeros hidrofilicos e hidrofébicos
pode dar origem a materiais com propriedades melhoradas. A incorporacdo de
biopolimeros hidrofilicos (como por exemplo, polissacarideos), em poliésteres pode dar
origem a materiais com grupos funcionais que, posteriormente, podem ser utilizados em
modificacdes podendo-se citar a conjugacdo de fatores de crescimento. Em
contrapartida a adicdo de poliésteres pode controlar a taxa de inchamento dos
biopolimeros hidrofilicos (CAO et al., 2005).

O uso de misturas de PHB e QUI é encorajado devido ao fato dos dois materiais
serem biocompativeis e passiveis de sofrer degradacdo enzimatica e hidrolitica
(IVANTSOVA et al. 2011).

Misturas de PHB e QUI tém sido estudadas no desenvolvimento de materiais
para liberacdo contralada devido a sua natureza anfifilica (IVANTSOVA et al. 2011).
IVANTSOVA et al. (2011), avaliaram o comportamento de filmes de PHB e QUI como

materiais de liberacdo controlada para utilizacdo do antibidtico rifampicina. Na
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producdo do filme foram utilizadas diferentes concentragdes de PHB e QUI. O caréter
hidrofilico /hidrofébico dos filmes variou de acordo com a propor¢do de PHB e QUI na
mistura influenciando diretamente na liberagcdo do farmaco. Sendo que, o processo de
liberagdo foi controlado por dois processos distintos: o primeiro relacionado & difuséo
do farmaco e o segundo devido a degradacéo do PHB. De acordo com IVANTSOVA et
al. (2011) o material produzido pode ser utilizado como material de liberagédo
controlada. ZAN et al. (2006) desenvolveram um material para liberagdo controlada de
farmacos utilizando PHB e QUI. PHB foi utilizado como suporte para capturar 5-
fluoracil e em seguida o suporte de PHB contendo 5- fluoracil foi combinado com
micro-particulas de QUI.

Quando dois polimeros sdo combinados para a producdo de um novo material é
desejdvel que as propriedades de pelo menos um deles sejam melhoradas
(IVANTSOVA et al,. 2011). Trabalhos sdo encontrados na literatura onde PHB e QUI
sdo combinados dando origem a filmes com propriedades mecéanicas melhores do que as
observadas para 0os materiais constituintes individualmente. Como exemplo tem-se o
trabalho desenvolvido por CAO et al. (2005) que produziram filmes de PHB e QUI
utilizando a técnica de emulsdo. Foi observada a formacdo de micro-esferas de PHB
aprisionadas em uma matriz de QUI. Os filmes de PHB/ QUI apresentaram menor
maodulo de elasticidade, maior elongacdo a quebra, e elevado médulo de tensdo quando
comparado a QUI. Alteracbes em propriedades mecanicas utilizando PHB e QUI
também foram observadas por PESCHEL et al. 2008 que produziram filmes de PHB e
QUI misturando QUI dissolvida em acido acético a uma solugdo de PHB em
cloroformio.

Mudangas no comportamento térmico ocorrem quando PHB e QUI séo

combinados. CHEN et al. (2005) estudaram o comportamento térmico e as interagdes
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intermoleculares das misturas PHB/CTS e verificaram que a temperatura e a entalpia de
fusdo, e a cristalinidade diminuiram com o aumento da proporcdo de QUI na mistura.
Foi observado que PHB e QUI fazem ligagdes hidrogénio. IKEJIMA et al. (1999)
produziram blendas de PHB e QUI e observaram que a presenca de QUI reduz a
cristalizacdo do PHB a medida que a proporcdo de QUI aumenta. Segundo IKEJIMA,
QUI e PHB efetuam ligacOGes hidrogénio entre o amino grupo da QUI e o grupo
carbonila do PHB.

Além de alteraces nas propriedades mecéanicas e térmicas, tem sido observado
que o uso concomitante de PHB e QUI da origem a materiais que interagem, em ensaios
bioldgicos, de forma diferente dos seus materiais constituintes. PESCHEL et al. (2008)
avaliaram a interacdo de filmes de PHB/QUI frente a queratindcitos e verificaram que
filmes de PHB/QUI foram mais citocompativeis do que o filme de PHB. CAO et al
(2005) avaliaram a citocompatibilidade de filmes de PHB/QUI frente a fibroblastos. Foi
observado que o filme de PHB/ QUI foi mais citocompativel do que o filme puro de
QUI.

O uso de QUI na modificacdo de superficie de arcaboucos porosos de PHB
também tem sido avaliado (MENDONCGCA et al,. 2008). YU et al. (1998) mostraram que
QUI pode ser graftizada com PHB. MENDONCA (2008) modificaram a superficie de
arcaboucos porosos de PHB utilizando QUI. Foi observado que a presenca de QUI na
superficie dos arcaboucos promoveu um aumento na adesdo de osteoblastos humanos
além disso, ao adicionar fibronectina na superficie dos suportes modificados com QUI
observou-se uma maior adeséo de osteoblastos humanos.

De acordo com exposto acima se infere que hd muito a ser desvendado em
relacdo a utilizacdo conjunta de PHB e QUI de forma a viabilizar a utilizagcdo desses

materiais em engenharia de tecidos em particular em engenharia déssea.
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Capitulo 3

MATERIAIS E METODOS

A sequéncia experimental conduzida no desenvolvimento da nova metodologia
para a producdo de arcaboucos porosos de PHB/QUI e PHB/QUI/FN baseada na
capacidade de inchamento de uma matriz densa de PHB/QUI é esquematicamente

representada na Figura 3.1

Y —p—
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de dimensionalidade

degradacéo.

Figura 3.1 - Representacdo Esquematica da sequéncia experimental realizada para a
producéo de arcaboucos porosos de PHB/QUI e PHB/QUI/FN
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3.1 - Producéo dos arcaboucos porosos de PHB e QUI (Apnp-quix) € de

arcaboucos porosos de PHB e QUI biossinalizados com fibronectina (APHB_QU.XFN)

Para a producéo dos arcaboucos foram utilizados os seguintes polimeros
como recebidos: QUI na forma de pé (Polymar SA (Ceard, Brasil) grau alimenticio) e
PHB na forma de p6 com massa molar ponderal média (Mw) igual a 524.000g.mol ™,
fornecido pela PHB Industrial S/A (Séo Paulo, Brasil).
A producéo dos arcaboucos porosos foi conduzida em trés etapas:

v ETAPA 1: 10g de uma mistura na forma de p6 de PHB e QUI nas
proporgdes 2%, 5 % ,10 % e 25% (p/p) foram adicionados a um baldo volumétrico
de fundo chato contendo 100mL de uma mistura de cloroférmio e acido acético na
proporcdo de 96:4 (v/v). A mistura foi aquecida sob refluxo a temperatura de 63°C
por 2h sob agitacdo magnética. A solucgdo resultante foi distribuida em moldes de
vidro de geometria cilindrica, com capacidade para 5mL e secas a 25°C por 72h.
Nesta etapa foram produzidos pré-arcabougos denominados Aprg-quix Onde X € 0
percentual de QUI utilizado no preparo do pré-arcabouco. Sendo assim, foram
produzidos: Pré-Appg-quizs (cOm 2% de QUI), Pré-Apns-ouisw (Com 5 % de QUI),

Pré-ApHB.Quuo% (com 10% de QU|) e Pré-ApHB.QU|25% (com 25% de QU|)

v/ ETAPA 2: Esta etapa pode ser compreendida como a etapa de
inchamento, onde os pré-arcaboucos sdo imersos em um liquido para promover o
inchamento da QUI distribuida na matriz de PHB. Para a produ¢éo dos Apng-quix O
inchamento foi feito em agua destilada. Para a producdo dos APHB-QU|FN 0

inchamento foi feito em solucdo de FN em tampéo PBS (0,145M NaCl tamponado
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com 0,01M NayHPO,.H,0) a 10 pg.mL™ Em ambos os casos, 0s arcaboucos

ficaram imersos por 12h e, em seguida, foram congelados em nitrogénio liquido.

v' ETAPA 3: Nesta etapa os Pré-arcaboucos submetidos a etapa 2 foram
liofilizados originando o0s seguintes arcaboucgos porosos: Apns-quix (€tapa 2
utilizando 4gua) e Apsoui” (etapa 2 utilizando solugdo de FN). A neutralizacfo
dos referidos arcaboucos foi feita lavando-se, exaustivamente, o arcabouco em &gua

destilada até a estabilizacdo do pH da 4gua de lavagem em 7.

3.2 — Caracterizacdo do PHB, da QUI dos Pré-Apng-quix, d0S Apnp-quix € dO

FN
ApHB-QUI25%

3.2.1 — Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Visando a compreensdo da morfologia as superficies de fratura dos Pré-Apyp.-
Quix, d0S Apnp-quix € dO APHB-QU|25%FN, foram observadas em microscépio eletrdnico de
varredura (JEOL JSM modelo 6460 LV — Laboratorio Multiusuario de Microscopia
Eletronica e Microanalise do PEMM/COPPE/UFRJ). Para a analise da sec&o transversal,
0s pré-arcaboucos e os arcaboucos porosos foram imersos em nitrogénio liquido e
fraturados. Todas as amostras foram recobertas com uma fina camada de ouro obtida
por pulverizacdo a vacuo (20 mA por 2 minutos) e observadas na faixa de 10 KV a 15

KV, sendo os campos de interesse documentados por micrografias

3.2.2 - Microscopia de forga atomica (AFM)

Visando avaliar a influéncia do fluido utilizado na etapa de inchamento na
topografia dos arcaboucos os mesmos foram avaliados por AFM. O principio de

funcionamento do AFM é baseado na varredura da superficie da amostra por uma
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ponteira de formato piramidal de comprimento na ordem de alguns micra (100 a 200
pum) e com didmetro na ordem de nanémetros, integrada em uma viga flexivel. A sonda
de um AFM exerce sobre a amostra uma forca da ordem das forcas interatdbmicas.
Quando a superficie de uma amostra é varrida por uma sonda, esta pode se afastar ou se
aproximar da mesma. As diferencas de deflexdo séo captadas por um detector,
armazenadas e processadas por um computador, que as transformam em imagens

topogréficas da superficie bi e tridimensionais (HUMPHRIS et al., 2005).

As analises de AFM foram conduzidas no microscopio de forca atdmica (AFM —
JPK Instruments, modelo Nanowizard® - Laboratério de Caracterizacdo de Superficies
(AFM) do PEMM/ COPPE /UFRJ). A topografia das superficies dos arcabougos porosos
foram analisadas em modo de contato intermitente utilizando agulhas de nitreto de
silicio (MikroMasch™ NSC16) montadas em uma haste com constante de mola igual a
40 N/m e frequéncia de ressonancia de 170 kHz. Os arcaboucgos porosos foram fixados

em suporte de vidro com fita dupla face e as imagens de AFM foram obtidas ao ar.

3.2.3 — Difracéo de raios X (DRX)

A cristalinidade de materiais poliméricos interfere em suas propriedades fisico-
quimicas e pode ser influenciada pela presenca de um segundo material, por fatores
estruturais e pelas condicbes de processamento (CANEVAROLO, 2010
(CANEVARALLO, 2004).

Visando avaliar o efeito da metodologia no grau de cristalinidade (Xc), o PHB, a
QUI, 0s Pré-Appe-quix € 0S Appe-quix foram analisados por difragdo de raios-X. A
analise foi conduzida em difratbmetro de raios X (Rigaku, modelo Mini Flex Il —
Laboratorio de Catalise IT/DEQ/UFRRJ) operado com a fonte Cuka (A =15,2 nm), sob
as seguintes condigdes de analise:

v velocidade: 2°/ min.;
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v

v

v

Passo: 0,02 grau;

Tempo presente: 1 segundo;

Faixa de varredura: 26 = 2 — 60°.

Com base nos difratogramas obteve-se o grau de cristalinidade (Xc) pela

Equacdo 1 e o tamanho aparente dos cristalitos pela Equacdo 2 (OLIVEIRA, et al.,

2006):

Equacéao 1:

Equacéo 2:

Onde:

area dos picos cristalinos

Xc = y
area total

. 094
" Bcosf

t € o0 tamanho aparente do cristalito;
A € o comprimento de onda do raio-X;
B ¢ a largura a meia altura dos picos;

0 ¢ o angulo (em radianos) onde a intensidade do pico ¢ maxima.

De acordo com a literatura 0 PHB apresenta célula ortorrombica (SKRBIC et al.,

1996). Os difratogramas de DRX foram também utilizados para calcular os parametros

de célula do PHB com base nos planos cristalograficos (020), (021) e (110) (Equagéo

3).
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Equacéo 3:

h?  k* 1%\ 2
d=<g+b—2+c—2>

3.2.4 — Analises Térmicas

As matérias-primas utilizadas na confeccéo dos arcabougos foram submetidas a
analise térmica a fim de se obter dados referentes as temperaturas de cristalizacdo (Tc),
de fusdo (Tm) e de degradacédo dos polimeros PHB e QUI. Visando investigar o efeito
da concentracdo de QUI nos Pre-Appg-quix, estes também foram submetidos as analises
térmicas, sob as mesmas condi¢Ges de andlise dos seus materiais constituintes, para
avaliar possiveis mudancas nas propriedades térmicas.

Andlise termogravimétrica (TGA) e DTG

A andlise termogravimétrica permite a determinacdo da variacdo da massa da
amostra em funcdo da temperatura. As amostras supracitadas foram analisadas em
analisador termogravimétrico (Perkin EImer, modelo PYRIS 1 — LABTeR / LADEQ /
EQ / UFRJ). A anadlise foi conduzida em atmosfera de nitrogénio a uma taxa de
aquecimento de 10 °C/ min até atingir 700°C. Foram obtidas curvas de TGA e de sua
derivada, DTG.

Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Dados referentes a cristalinidade de um material polimérico bem como dados
referentes as suas propriedades térmicas (Tg, Tc e Tm) podem ser obtidos utilizando a
técnica de calorimetria diferencial de varredura (DSC).

PHB, QUI e Pré-Apns-quix foram caracterizados por DSC em um calorimetro

diferencial de varredura (Perkin-Elmer, modelo Pyris Diamond - LABTeR / LADEQ /
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EQ / UFRJ). As amostras foram mantidas a -20°C durante 1 minuto e aquecidas até
210°C a uma taxa de taxa de 10 °C/min. As amostras foram mantidas a 210°C por 1
minuto, resfriadas até -20°C a uma taxa de -200°C e aquecidas até 210°C a uma taxa de
10 °C/min.

Os valores de cristalinidade baseados na analise de DSC foram obtidos pela

Equacdo 4.
Equacéo 4:
AH
Xc = !
AHp1009 X WppB
Onde:

v Xc é o grau de cristalinidade massico;
v AH; é a variagdo de entalpia envolvida no processo de
fuséo;

v W € a fragcdo méssica de PHB na amostra.

3.2.5 - Espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier

(FTIR)

A espectroscopia de absorcdo no infravermelho (espectroscopia IR) utiliza a
regido do infravermelho do espectro eletromagnético. Como as demais técnicas
espectroscopicas, ela pode ser usada para identificar um composto ou investigar a
composicdo de uma amostra. Basicamente, o que se mede nesta analise é a fracdo da
energia transmitida ou absorvida em relacdo a incidente em determinado comprimento
de onda ou nimero de onda. A espectroscopia no infravermelho baseia-se no fato de
que as ligagcdes quimicas das substancias possuem frequéncias de vibracoes especificas,

as quais correspondem a niveis de energia da molécula (chamados, nesse caso, de niveis
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vibracionais). Tais frequéncias dependem da forma da superficie, da energia potencial
da molécula, da geometria molecular, das massas dos &omos e, eventualmente, do

acoplamento vibronico (SILVERSTEIN et al., 1991).

Para investigar possiveis interacdes entre 0 PHB e a QUI nos Pré-Apng-quix,
Arne-quix € ApHeouizsw . estes, 0 PHB e a QUI, foram analisados em espectrémetro
com transformada de Fourier na regido do infravermelho (FTIR) (Perkin-Elmer, modelo
1720X - Laboratério Multiusuério de Caracterizacdo de Materiais (LMCM) do
PEMM/COPPE/UFRJ). A analise das amostras foi realizada sob as seguintes condi¢cdes

operacionais:
v’ resolucdo do equipamento: 4cm™;
v namero de varreduras: 20;

v' faixa de nimero de onda: 4000 — 400 cm™.

3.2.6 - O grau de inchamento (Gl)

O grau de inchamento (GI) dos Pré-Appg-quix € d0 Apns-quizsy arcaboucos foi
determinado utilizando a Equacdo 5 medindo-se a massa dos pré-arcabougos

(produzidos na etapa 1) antes (M) e ap6s o inchamento (M) (no final da etapa 2).

Equacéo 5:

Mt — Mo
GI(%) = <T>X 100

Onde:
v Gl é o grau de inchamento;
4 Mo é a massa inicial;

v Mt é a massa do arcabouc¢os apds o inchamento.
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3.2.7 - Indice de dimensionalidade (d)

O indice de dimensionalidade (d) permite analisar o comportamento do
inchamento possibilitando avaliar se 0 processo € ou ndo isotrépico. O indice de
dimensionalidade, d, é definido como o nimero de direcbes em que a expansdo
completa e desobstruida ocorre (PEPPAS et al., 1997). Para obter o valor de d os Pré-
arcaboucos (em formato cilindrico) foram inchados em agua destilada e o didametro (D)
e a espessura (h) dos arcaboucos foram medidos a cada duas horas por um periodo de
12h. Os valores obtidos para D e h foram utilizados para calcular volume e a area dos
arcaboucos inchados a partir das Equacdes 6 e 7 respectivamente. O valor de d foi
obtido baseado no trabalho desenvolvido por PEPPAS et al. (1997). De acordo com
PEPPAS et al. (1997) o valor de d pode ser obtido plotando In[Agel/Adry] (onde Agel é
a area do arcabouco inchado e Adry é area do arcabouco seco) versus Q que é a razédo
entre o volume do arcabouco inchado (Vgel) e o volume do arcabougo seco (Vdry).

Com isso obtém-se uma reta cujo coeficiente angular é igual a (d-1)/3.

Equacéo 6:
DZ
A=m (E + Dh)

Onde:
v A é a area do arcabouco
v D é o diametro do arcabouco
v h é a altura do arcabouco

Equacéo 7:

V = mxhx —
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Onde V é o volume do arcabouco.

3.2.8 - Determinacéo da densidade

De acordo com o principio de Arquimedes "Todo corpo mergulhado num fluido
sofre, por parte do fluido, uma forca vertical para cima, cuja intensidade € igual ao peso
do fluido deslocado pelo corpo. Num corpo que se encontra imerso em um liquido em
repouso, atuam duas forcas, ambas com mesmo centro de acdo, séo elas: a forca peso
(devido a interacdo com o campo gravitacional terrestre) e a forca de impulséo (devido a
sua intera¢do com o liquido)” (CARVALHO, 1997).

A balanca hidrostatica tem seu funcionamento baseado no principio de
Arquimedes e pode ser utilizada para determinar a densidades de solidos e liquidos.
Com base no exposto, a densidade dos arcaboucgos porosos foi determinada utilizando-
se a balanca de Arquimedes. Para tal os arcaboucos porosos foram pesados a seco em
balanca analitica e com a balanca de Arquimedes foram obtidos os valores de massa
aparente dos mesmos. Os valores de massa e massa aparente foram utilizados para
determinar a densidade de acordo com a Equacéo 8.

Equacéo 8:

Polsecox pagua

Pa = Pol seco — Pol imido

Onde:

v Pol s € @ massa do polimero seco;
v" Pol gmido € Massa do polimero Gmido;
v" paé adensidade do arcabouco;

V' P aqua € a densidade da dgua a 25°C.
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3.2.9 - Porosidade (ASTM D4404)

Sendo a porosidade um parametro fundamental na caracterizacdo do arcabouco,
no presente trabalho, determinou-se a porosidade do Aphg-quizsw Oe acordo com
procedimento descrito na norma ASTM D 4404. A porosidade foi obtida calculando-se
razdo entre o volume de vazios (volume de poros (Vp)) e o volume total (VT) como
descrito na norma ASTM D4404 para intrusao de liquido. Os arcabougos porosos foram
imersos em etanol e pesados periodicamente até massa constante. A massa total de
etanol absorvida foi obtida pela diferenca entre os valores de massa do arcabouco
poroso seco (massa inicial) e a massa do arcabouco poroso contendo etanol (massa

final). O volume de etanol (Vp) absorvido foi obtido pela Equacéo 9.

Equacéo 9:

Onde:
v Vp €é o volume de poros;
v" V1€ 0 volume total do arcabouco;
v/ ms é a massa do arcabouco apds a imersdo em etanol
v’ ps é a densidade do arcabouco.

A porosidade foi calculada pela Equacéo 10:

Equacéo 10:

100x Vp
VT

Porosidade =

43



3.2.10 - Ensaio mecanico - Compressibilidade

As propriedades mecanicas iniciais do arcabougo poroso € um dos parametros
essenciais para sua utilizacdo em Engenharia de Tecidual, pois este deve suportar a
carga imposta pela aplicacdo pretendida (CORDONNIER et al., 2011). No presente
trabalho 0 Appp-cTs25% € O APHB-QU|25%FN (com diametro igual 12 mm e altura igual a 3,6
mm) foram submetidos a ensaios de compressdo. Os arcaboucgos foram posicionados em
uma maquina universal de ensaios Instron 5567 com uma célula de carga de 2KN e
velocidade do travessdo igual 1,3mm/min. Os dados de deformacdo da amostra em
funcdo da carga aplicada foram coletados e tratados para a obtencdo do mdédulo de

compressao.

3.2.11 — Immunoblotting/ Quimiluminescéncia

Esta andlise foi realizada para verificar se FN foi adsorvida a superficie dos
arcaboucos Apps.crszsw . OS arcaboucos Apng.crszsw - € Apns-cTs foram previamente
lavados com etanol por 2 minutos, depois, lavados 3 vezes com tampdo TBS (Tris-
saline buffer) (por 10 minutos, e bloqueadas por 12 horas em solugdo de MBS (N-
hydroxysuccinimide ester) a 4°C). Apo6s 2 lavagens com tampdo TBS acrescido de
Tween 20 (T-TBS) por 10 minutos, os arcabougos foram incubados com anticorpo
primario (anti-fibronectina produzido em ratos (SIGMA ALDRICH)) diluido 1: 250 em
solugédo T-TBS por 2 horas. Em seguida, foram lavados 3 vezes com solugdo T-TBS por
10 minutos e incubado com anticorpos secundarios conjugados a fosfatase alcalina (1gG
de coelho anti-IgG humano) diluido 1:5000 em solugdo T-TBS por 1lhora. Apés 2
lavagens sucessivas com T-TBS por 10 minutos € 2 com TBS por 10 minutos, 0s

arcaboucos foram incubados com substrato quimioluminescente para ser revelado.
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Os arcaboucgos foram varridos em um Fotodocumentador (MF ChemBis 3.2 —
DNR, Bio-imaging Systems, Laboratorio de Bioquimica de Proteinas da Fiocruz) capaz de
obter imagens digitais de reacOes de quimioluminescéncia sucedidas sobre os

arcaboucos.

3.2.12 — Dessorcao de proteina da superficie do Apps-cTszsoe

Os Apng-cTszsw " foram incubados em meio de cultura para osteoblastos (meio
modificado de Dulbecco (DMEM; GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SBF)) por 24h para avaliar a dessor¢cdo da FN. Depois de lavados em meio de
cultura para osteoblastos os mesmos foram submetidos a um ensaio de ligacdo com
anticorpo anti-fibronectina (descrito no item 3.2.9) para verificar a presenca de FN ou

ndo no arcabouco apods a incubacdo em meio de cultura.

3.2.13 — Analise da Citotoxidade “in vivo” dos APHB-CTszs%FN e APHB-CTSZ5%

A anélise de citotoxidade dos Appp.cts ™ e Apng.cTs foi realizada com base no
teste multiparamétrico de viabilidade celular por kit In Cytotox (Xenometrix) onde trés
pardmetros sdo avaliados: atividade mitocondrial (XTT), integridade membranar
(vermelho neutro) e quantificagdo do material genético (cristal violeta) (DE-DEUS et
al., 2009). Os parametros foram quantificados fazendo-se medidas de absorbéncia em
Leitor de Microplacas Synergy 2 BioTek, disponivel na Unidade de Pesquisas Clinicas
(UPC), instalada no Hospital Universitario Anténio Pedro (HUAP-UFF).

0s Aprs.cts ' € Apna-cs foram incubados por 24 h em meio de cultura (Alpha
MEM) (sem soro, em estufa a 37°C com atmosfera de 5 % de CO, para obtencdo do
extrato. Os extratos produzidos foram incubados em cultura (osteoblastos murinos

(MC3T3)) em placa com 96 pocos por um periodo de 24h em estufa a 37°C com
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atmosfera de 5 % de CO,. Ao final das 24h o sobrenadante foi descartado. Na sequéncia
0 ensaio de XTT o qual quantifica a capacidade da enzima desidrogenase presente na
mitocondria de converter o sal tetrazélio hidrossolivel XTT (cor amarela) em
compostos de formazana (cor laranja) foi realizado. A absorbancia foi medida em 480
nm. A andlise da sobrevivéncia/viabilidade foi realizada com base na capacidade das
celulas incorporarem o corante vermelho neutro em seus lisossomos, acumulados na sua
membrana integra. No final deste teste as células foram fixadas, o corante presente no
seu citoplasma foi liberado por acdo da solugéo de solubilizagdo para o sobrenadante e a
absorbancia foi lida em 540 nm. A densidade celular foi avaliada por coloragdo do DNA
com cristal violeta; ap6s eliminacdo do excesso do corante, a absorbancia a 540 nm é
proporcional & quantidade de células no pogo. Na realizagdo dos testes foram utilizados
como controle positivo (citotoxico) solucdo de fenol a 2% e como controle negativo
(ndo citotoxico) extrato de poliestireno. Todos os extratos foram avaliados em réplicas

de 6 pocos.

3.2.14 — Estudo da degradacdo “in vitro” dos Apne-cTszse " € ApHe-CTS25%

A resposta local “in vivo” dos tecidos aos arcaboucos depende da
biocompatibilidade do material constituinte e da degradacdo. O mecanismo de erosao da
superficie dos arcaboucos pode afetar o pH das vizinhangas e consequentemente a
resposta do organismo hospedeiro ao material. De acordo com literatura, os poliésteres
absorviveis tendem a sofrer hidrélise ndo s6 na superficie como também no volume.
Para prolongados tempos de exposicdo pode haver um decréscimo no pH o que pode
afetar também a degradacdo do material (BURG et al., 2000). No presente trabalho os
ApngcTs € Apys.cTs foram imersos em tampéo acetato (0,1M a pH 5,0) para avaliar a
degradacdo em meio acido. A formacédo do tecido 6sseo envolve as fases de inflamacao,

proliferacdo e remodelagem. A escolha do meio &cido foi feita com base no pH
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associado a processos inflamatorios (MISTRY & MIKOS, 2005). A degradacdo foi
avaliada por um periodo de 90 dias. O processo de degradacdo foi acompanhado por

MEYV sendo as amostras removidas apos 10, 30, 60 e 90 dias.
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Capitulo 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

A producéo dos arcaboucos porosos foi conduzida em trés etapas. Na primeira
matrizes anfifilicas de PHB/QUI (Pré-arcaboucos) contendo 2%, 5%, 10% e 25% de
QUI foram produzidas. Na segunda as matrizes foram submetidas ao inchamento em
agua ou em solucéo de FN. Na terceira as matrizes inchadas foram liofilizadas.

No presente trabalho, as amostras foram caracterizadas em todas as etapas do
processo visando avaliar o efeito da concentracdo de QUI na formacéo dos poros e nas
propriedades do PHB nos diferentes estagios de producdo. Sendo assim, neste capitulo
sdo apresentados os resultados da caracterizagdo dos Pré-Appg-quix , d0S Apns-quix € doS
APHB_QU|FN. E importante ressaltar que os resultados obtidos para 0s Apng-quix Serviram
como fator determinante para a selecdo da quantidade de QUI utilizada na producéo do
Pré-Appgquix (etapa 2 item 3.1) a ser utilizado na producdo de arcaboucos

biossinalizados com FN.

4.1 - Arcaboucos de PHB e QUI (Apng-quix)
Visto que 0s Pré-Apns-quix S80 precursores dos arcaboucos porosos, o efeito da
concentracdo de QUI nas propriedades fisico-quimicas destes foi avaliado por MEV,

FTIR, DRX, DSC e TGA.
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4.1.1 - Analise da morfologica dos Pré-APHB-QUIx por MEV

A Figura 4.1 mostra imagens de MEV da se¢do de fratura dos Pré-Apng-quix

formados na etapa 1.

Figura 4.1- Imagens de microscopia eletrénica de varredura da superficie de fratura
dos Pré-arcaboucos ao final da etapal: (a) Pré-Apyg (branco sem QUI); (b) Pré-Apys-
quiz; (C) Pré-Apns-quisew; (d) Pré-Apps-quiion € (€) Pré-Apne-quizsw. Os Pré-arcabougos

nao apresentam estrutura de poros caracteristica de arcaboucos porosos
tridimensionais com potencial aplicagdo em Engenharia Tecidual.
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As imagens revelam que o Pré-Appg (Figura 4.1 (a)) utilizado como branco (néo
contém QUI) e os Pré-Apnsquix (Figura 4.1 (b) a (e)) ndo possuem estrutura porosa
caracteristica de arcaboucos porosos tridimensionais imediatamente apds a evaporagédo
do solvente. As superficies de fratura dos Pré-arcaboucos séo formadas por aglomerados
que diferem entre si por seus tamanhos ndo sendo possivel fazer distincao entre o PHB e
a QUI nas Figuras 4.1 (b) a (e). No entanto, com o aumento da concentracdo de QUI ¢
possivel observar a presenca de estruturas arredondadas na superficie de fratura do
material.

A Figura 4.2 mostra imagens de AFM da secdo de fratura do Pré-PHBsy. E
possivel observar na Figura 4.2 (a) a presenca de estruturas arredondadas que podem
estar relacionadas a QUI. De acordo com a Figura 4.2 (b) a superficie de fratura
apresenta contraste de fase mostrando que a superficie € composta por dois materiais
distintos onde a parte mais escura pode ser atribuida a QUI (material em menor
quantidade) e parta mais clara é atribuida ao PHB. Nota-se que ndo houve uma

distribuicdo homogénea de QUI na matriz de PHB.

slow [um]

slow fum]

fastfum]

Figura 4.2 - Imagens de microscopia de forca atdmica da superficie do Pré-

Apre-quizse: NA0 imersos em agua (a) topografia e (b) fase.
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4.1.2 -Efeito do teor de QUI na cristalinidade dos Pre-Apng-quix por DRX

Os Pré-Apns-quix, 0 PHB e a QUI foram analisados por DRX e os difratogramas
e os valores de cristalinidade calculados pela Equacédo 1 sdo apresentados na Figura 4.3.

Os principais picos do PHB estdo identificados na Figura 4.3 (a) por | (26
=13,75%, 11 (20 = 17,0%), 111 (26 = 229), IV (20 = 25,5°), V (20 = 27,35%) e VI (20 =
30°), correspondendo, respectivamente aos planos (020), (110), (021), (111), (121) e
(040) (SKRBIC, et al., 1996). Comparando-se os difratogramas dos Pré-Apng-quix, fica
clara a presenca de picos caracteristicos do PHB. No entanto, a intensidade do pico
cristalino do PHB originalmente em 26 igual a 13,75° (1) diminui em real¢do ao do pico
cristalino originalmente em 26 igual a 17,0° (I1). A reduc&o do pico cristalino do PHB
em 26 igual a 13,75° (1) acentuou-se com o aumento da propor¢do de QUI indicando
que a mesma interferiu no processo de cristalizagdo do PHB. Além disso, observa-se um
deslocamento dos picos cristalinos | e Il do PHB com a adicdo de QUI, o que pode
indicar uma possivel interacdo entre o PHB e a QUI. O difratograma da QUI (item (f)

da Figura 4.3) apresenta dois picos carcateristicos em 26 igual a 10° (V11) e 20.4° (V1I1).
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Figura 4.3 — Difratograma de raios X: (a) amostra de PHB; (b) Pré-Aprg-quizu:(C) Pré-

Apr-quisw; (d) Pré-Apug-quiion; (€) Pré-Apns-quizsw e (f) QUI. Xc é grau de

cristalinidade da amostra obtido através do difratograma utilizando a Equacéo 1.

O pico caracteristico da QUI em 260 igual a 10° (VII) ndo foi observado em
nenhum dos arcaboucos. JA o pico em 20 igual 20.4° (VIII) foi, provavelmente
sobreposto pelo pico Il do PHB visto que, mudangas expressivas também foram
observadas no pico Il cuja forma foi progressivamente alterada com o aumento do teor
de QUI. O pico IV além de sofrer reducdo na intensidade, 0 que esta relacionado ao

decréscimo da concentragdo relativa de PHB, apresentou uma base mais larga em
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funcdo da presengca de QUI. O aumento na propor¢do de QUI resultou no
desaparecimento do pico V do PHB, como mostrado no difratograma (Figura 4.3 (e)).

A composigdo dos Pré-Apns-quix teve influéncia na cristalinidade da amostra. Os
valores de cristalinidade dos Pré-arcaboucos contendo de 2 a 10% de QUI variou muito
pouco em relacdo a cristalinidade do PHB (Figura 4.3). A reducéo da cristalinidade foi
mais acentuada para 0 Pré-Apns-quizsw indicando que o teor de QUI afeta a
cristalinidade do PHB. O tamanho aparente dos cristalitos (t) calculado pela Equagéo 2
relacionado ao plano cristalografico 020 é apresentado na Tabela 4.1. Todos os Pré-
arcaboucos contendo QUI apresentaram tamanho aparente dos cristalitos menor do que
0 do Apys. No entanto, esta reducdo foi aleatoria, provavelmente devido ao fato da

amostra ser heterogénea como mostrou a analise de AFM (Figura 4.2).

Tabela 4.1 - Tamanho aparente dos cristalitos de PHB nos Pré-arcabougos

Amostra t(A)
Pré -Aphs 174.1
Pré-Apna-quizs 91.0
Pré-Apng-quisw 116.1
Pré-Apng-quiton 88.0
Pré-Apng-quizsw 102.7

Embora o tamanho de cristalitos e a cristalinidade tenham sofrido alteracdo, néo
foram observadas mudancas significativas nos parametros de célula e nas distancias
interplanares do PHB (Tabela 4.2), o que significa que a célula unitaria do PHB néo foi

afetada pela presenca de QUI e que os segmentos de QUI s&o eliminados do cristal de
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PHB. Comportamento similar foi observado por CHEN et al.2005 que estudou o
comportamento de blendas de PLLA e QUI.

De acordo com a literatura, dispositivos feitos de PHB e QUI apresentam valores
de cristalinidade associados tanto ao PHB quanto a QUI. Além disso, a cristalinidade
pode ser afetada tanto pelo teor de QUI quanto pela metodologia adotada na producao

desses dispositivos (SHIH, et al., 2007).

Tabela 4.2 — Valores dos parametros de célula unitaria do PHB e das

interplanares (Equacao 3).

a b ¢ ( 0%0) ( 0%1) ( 1[10)

Pré -Apns 5,70 12,87 5,20 6,44 4,04 5,22
Pré-Aerg.quize 573 12,60 5,27 6,30 4,04 5,22
Pré-Apus-quiss 558 12,39 5,34 6,19 4,04 5,09
Pré-Apug-Quitow 5,51 12,54 5,29 6,27 4,04 5,04
Pré-Apts-quizse 563 12,56 5,22 6,28 4,01 5,14

IKEJIMA et al. (2000) avaliaram a cristalinidade de filmes de PHB e QUI e
constataram que a interacdo intermolecular entre os materiais componentes torna as
cadeias de PHB mais rigidas dificultando o processo de cristalizacdo. Acredita-se que a
reducdo no tamanho aparente dos cristalitos observada para 0s Pré-Apng-quix €m relagéo
ao PHB (Tabela 4.1) possa ser causada por essa interacao.

SHIH et al. (2007) avaliaram a cristalinidade de microesferas de PHB e QUI.
Embora, a metodologia de obtencdo das microesfesferas sejam diferentes da
metodologia empregada na confeccdo dos arcabougos, vale ressaltar que os resultados
obtidos por SHIH et al. (2007), utilizando a técnica de difracdo de raios-X, foi similar

ao aqui apresentado nos seguintes aspectos: quanto maior a propor¢do de PHB mais
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perceptiveis sdo 0s picos cristalinos atribuidaos a este; a QUI afeta a cristalizacdo do

PHB.

4.1.3 - Andlise térmica dos Pré-APHB-QUIx por DSC, TGA e DTG

Os Pre-Apns-quix foram avaliados, também, por DSC (as curvas séo apresentadas
no Anexo 1) e os resultados relacionados ao segundo aquecimento sdo apresentados na
Tabela 4.3. Todos os Pré-Apng-quix apresentaram valores similares de Tm os quais
foram menores quando comparados a Tm do PHB puro. Os valores obtidos para o AH¢
dos Pre-Appg-quix diminui em relagdo ao PHB nos arcabougos contendo 10% e 25% de
QUI. Este resultado indica que foram produzidos cristais de PHB mais finos na
presenca de QUI como resultado da interacdo entre os polimeros corroborando o0s
resultados apresentados na Tabela 4.2. Além disso, a analise do grau de cristalinidade
massico em relacdo ao PHB (Tabela 4.3) mostrou reducdo expressiva no grau de
cristalinidade somente na amostra contendo 25% de QUI. Este resultado esta de acordo
com o observado na analise de DRX (Figura 4.7).

A presenca de QUI em blendas de QUI/PLA (CHEN et al. (2005)) por exemplo,
apresentou o comportamento térmico similar a estes observados para 0 Pré-Apng-quix
No estudo conduzido por CHEN et al. (2005) foi observado que a Tm das blendas de
QUI/PLA diminui com o aumento da concentracdo de QUI. Tal fato também pode ser

observado para 0s Pré-Appg-qui x (vide Tabela 4.3).
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Tabela 4.3 — Resultados de DSC referentes ao segundo aquecimento para o

PHB e 0s Pré-Apng-quix € valores de cristalinidade (Xc)

Tc(’C) Tm(C)  AH, AHy  Xc (%)
Amostra Agh 09y
PHB 40,8 173,5 -30,63 56,69 38,8
Pré-Apns-quiz 51,5 158,49 -43,97 66,7 46,6
Pré-Apns-quisy 40,84 151,5 -40,84 59,77 48,2
Pré-Apnb-quiion 46,37 153,36 -38,34 47,09 35,8
Pré-Apng-quizsw 47,58 154,42 -17,11 23,96 21,9

* Xc da mistura PHB e QUI obtido utilizando os valores de AH da amostra (Equacao

4).

Os Pré-Aprie-qui x foram analisados por TGA/ DTG e as curvas sdo apresentadas
na Figura 4.4. Os valores de temperatura onde a degradacdo térmica é méaxima sdo
apresentados na Tabela 4.4.

As curvas de TGA apresentaram comportamento similar para 0s Pré-Appg-quix
com x variando de 2 a 10% (Figura 4.4 (a) e (b)). Sutis diferencas entre as Tonset
(temperatura que indica o inicio extrapolado do evento térmico (CANEVAROLO,
2004)) (Figura 4.4) foram observadas a medida que a concentracdo de QUI aumentou
sendo, portanto a Tonset inversamente proporcional ao teor de QUI no arcabouco

(Figura 4.4 (b)).
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Figura 4.4 — Termograma de TGA do PHB da QUI e dos Pre-APHB-QUIX: (a)

TGA e (b) DTG.
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Tabela 4.4 — Valores de temperatura onde a degradacdo térmica € méxima

obtidos com base na curva de DTG.

Amostra T (C)
PHB 266,11
Pré-Apns-quize 247,98
Pré-Apns-quis® 241,75
Pré-Apra.quiion 236,48
Pré-Apha.quizss 218,47
QUI 262,08

A curva de TGA do Pre-Appg-quizsy apresentou quatro regides de degradacéo. A
primeira perda de massa, de 10,6%, pode estar relacionada & 4gua contida na QUI e ao
residuo de solvente (&cido acético) presente na amostra e ocorre na faixa de 50° C a
201°C. A segunda regido, na faixa de 201°C a 244,57° C apresenta maxima degradacgdo
em 233,47° C (Figura 4.4 (b)). A terceira regido estd compreendida entre 244,57° C e
282,44° C e apresenta um maximo de degradacéo a 260,47° C. E possivel que a segunda
e a terceira regido abriguem degradacéo tanto do PHB quanto da QUI visto que o PHB
puro degrada na faixa de 216° C a 276° C e a QUI na faixa de 197° C a 324° C.
Comportamento similar foi observado por CHEN et al. (2008) que avaliaram blendas de
QUI.

De acordo com RAJAN, et al., (2012), que estudaram o comportamento térmico
de compdsitos de PHB e QUI, a natureza da degradacdo depende da quantidade de QUI
presente na amostra. RAJAN, et al., (2012) associam a perda de massa a evaporacdo da
agua presente na QUI. No entanto, essa perda de dgua néo foi observada para os Pré-
arcaboucos contendo 2 a 10% de QUI. J& no Pré-Appgquizsy €ssa perda é perceptivel.

No presente trabalho, além da presenca de dgua oriunda da QUI ha a possibilidade da
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perda de massa esta relaciona a evaporacao de solvente residual oriundo da etapa 1 da

producdo do arcabouco.

4.1.4 - Andlise da interacdo entre QUI e PHB nos Pré-APHB-QUIX por

FTIR

As moléculas de QUI possuem grupos amino e hidroxil disponiveis para a
formacéo de ligacGes hidrogénio com moléculas que possuem grupos carbonil como é o
caso do PHB (IKEJIMA, et al., 2000, CHEN, et al., 2005, BERGER, et al., 2004a,
BERGER, et al., 2004b). Visando investigar possiveis interaces intermoleculares entre
0 PHB e a QUI os Pré-arcaboucos foram analisados por FTIR e os espectros podem ser

observados na Figura 4.5 (Detalhes dos espectros da Figura 4.5 sdo apresentados na

Figura 4.6).

PHB

Pré- A

PHB-QUI 2%

Pré -A

PHB-QUI 5%

Transmitancia (u.a.)

Pré -A

PHB-QUI 10%

W\W

QUI

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Comprimento de onda (cm™)

Figura 4.5 — Espectros de FTIR dos Pré-Apng-quix, do PHB e da QUI
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A Tabela 4.5 apresenta a provavel atribuicdo das das principais absorgdes de

FTIR da QUI e do PHB com base no espectro apresentado na Figura 4.5.

Tabela 4.5 — Atribuicdo provavel das principais absor¢es FTIR da QUI e do

PHB baseadas em BARBOSA (2007), IKEJIMA et al. (1999), BLOEMBERGEN et al.

(1986).
QUI
1655 cm™ C = O de amida
1599 cm™ deformacdo angular de N-H
1421 cm™ deformacdo axial de —-CN de amida
1379 cm™ deformacdo angular ~ simétrica de CH3
de 1323 cm™ a 1379 cm™ deformacdo axial de -CN de grupos amino
de 897cm™a 1153 cm™ bandas de estruturas polissacaridicas
1377 cm™ deformacéo simétrica do CH3
de 3250 cm™ e 3500 cm™ bandas referentes aos grupos OH e a amida
PHB
de 1275,3cm™ e a 1720 cm™ estiramento das ligacdes C = O do grupo
carbonila
de 1453 cm™ a 1380 cm™ deformacdo assimétrica da ligacdo C-H dos
grupos etileno e metileno, CH; e CHg,
de 978 cm™ a 1300 cm™ estiramento da ligacdo C — O do grupo éster
2922 cm™ grupamentos CH,
2972 cm™ grupamentos CH,
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Os espectros dos Pré-arcabougcos com teor de QUI variando de 2% a 10%
apresentaram algumas alteraces em relacdo aos espectros do PHB e da QUI,
principalmente na regido compreendida entre 3700 cm™ e 2600 cm™ (apresentada na
Figura 4.6 (a)). No entanto, o efeito da concentragédo de QUI foi mais pronunciado no
Pré-ApngcTs2s%.

Na regido de entre 3700 cm™ e 2600 cm™ (Figura 4.5 e Figura 4.6 (a))
encontram-se bandas de amida a aproximadamente 3500 cm™ e de grupos hidroxila por
volta de 3250 cm™ pertecentes & QUI (GUPTA et al., 2006). Bandas caracteristicas de
grupos éster podem ser encontradas na faixa de 2922 cm™e 2972 cm™. Na Figura 4.6 (a)
observa-se que 0s Pré-Apns-quizs, Pré-Apne-quisw, Pré-Apns-quitow, apresentaram uma
banda por volta de 3580 cm™ que pode ser atribuida ao residuo de acido acético nos Pré-
arcaboucos apos a etapa 1. Esta banda € sobreposta pela banda de QUI no Pré-Apus.-
quizsw. A presenca do residuo de &cido acético é importante pois afeta o0 comportamento
da QUI na matriz de PHB. A Figura 4.7 mostra a QUI inserida na matriz de PHB na
auséncia do &4cido. E possivel observar que ndo houve interacio entre a particula de QUI
e a matriz de PHB, uma vez que ndo houve inchamento da QUI.

A banda relacionada ao grupamento amino da QUI ocorre por volta de 1655cm™
(CHEN et al., 2005). Quando esta banda é deslocada para um comprimento de onda
menor é um indicativo de que ligacGes hidrogénio foram formadas. A Figura 4.6 (b)
mostra a regido do espectro de 1800 cm™ a 1450 cm™. Esta regido abriga as bandas
C=0 de amida primaria a aproximadamente 1646 cm™ e de NH, por volta de 1593 cm™
(LOPEZ et al., 2008). E possivel observar na Figura 4.6 (b) que somente o Pré-
ApuscTs2sy apresenta bandas caracteristicas da QUI e que estas ocorrem em

comprimentos de onda menores do que na QUI pura indicando formacdo de ligacdes
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hidrogénio entre o PHB e a QUI. Comportamento similar foi observado por CHEN et
al. (2005) para blendas de PLLA e QUI.

Os Pré-arcabougos com teor de QUI variando de 2 a 25% apresentaram banda de
carbonila por volta de 1720 cm™, menos intensa do que a do PHB (Figura 4.6 (b)). Esta
reducéo foi mais acentuada no Pré-Apng-quizsy 0Nde, alem da banda de carbonila podem
ser observadas bandas de C = O de amida e de CN (indicadas por setas na Figura 4.6
(b))

A anélise do espectro na regido de 1000 cm™ a 1200 cm™ (Figura 4.6 (c))
mostrou uma reducdo da banda atribuida & regido cristalina do PHB em 1055 cm™.
Houve um alargamento das bandas caracteristicas do PHB na regido que vai de 1000
cm™ a 1490 cm™ (Figura 4.6 (c)) relacionadas as vibracdes das ligagdes C-O-C. O
alargamento das bandas pode estar associado as mudancas na cristalinidade do PHB ja
que houve uma reducéo das bandas 1227 cm™ e 1275 cm™ relacionadas & cristalinidade
do PHB. A variagdo na proporcao entre as bandas 1186 cm™ e 1227 cm™ sugere, assim
como a analises de DRX, o aumento da fase amorfa. Resultado similar foi observado
por XU et al. (2005) que avaliou o comportamento da mistura QUI / amido.

As bandas relacionadas a porcao cristalina do PHB ndo foram observadas no
espectro do Apns-quizs, COMO obsevado na andlise de DRX a cristalinidade deste
arcabouco foi bem menor do a que a do PHB. Este fato pode justificar a reducdo dessas

bandas no APHB—QUIZS%-
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Figura 4.7 — Imagem de MEV da capa densa de um arcabouco de PHB e QUI
produzido na auséncia de &cido utilizando somente cloroférmio na etapa de
solubilizacdo. Note que ha um espaco entre a particula de QUI (indicada por seta) e de

PHB.

4.1.5 - Inchamento dos Pré-Apns-quix

A metodologia de obtencdo de arcabouco aqui proposta foi baseada na
observacdo do inchamento de particulas de QUI impregnada com cloroférmio e &cido
acético na auséncia de PHB. Foi observado que a QUI tende a inchar na presenca de

agua formando uma estruturara gelatinosa como apresentado na Figura 4.8.
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Figura 4.8 — Fotografia da QUI impregnadas com cloroférmio e acido acético (a) e
apoés a adicdo de agua (b). Note a diferenca de cor e aspecto brilhoso referentes a

formacao da estrutura gelatinosa.

A capacidade de inchamento da QUI em &gua e em fluidos bioldgicos tem sido
explorada por muitos grupos de pesquisa que avaliam a formacdo de hidrogéis. A QUI
tende a formar hidrogéis fisicos (formados por ligacdes reversiveis oriundas de
interacbes secundérias), hidrogéis graftizados ou simplesmente hidrogéis entrelacados.
Este ultimo pode ser formado simplesmente pela solubilizacdo de QUI em meio aquoso
e acido, o que configura a forma mais simples para a producdo de hidrogéis de QUI
(KHALID, et al., 2002, BERGER, et al., 2004a, BERGER, et al., 2004b).

A construcdo dos Pré-Arcabougos foi realizada com intuito de promover este
comportamento da QUI dentro da matriz de PHB. De acordo com a literatura o PHB €
um material hidrofébico e tende a absorver 1% de agua (IVANTOSA et al, 2011) sendo
assim, o inchamento do arcabouco é atribuido a presenca de QUI. Desta forma, apés a
evaporagdo do solvente 0s Pré-Apng-quix foram imersos em agua para promover o
inchamento da QUI em agua ou em solucdo de FN, visando a formag&o do hidrogel. O

grau de inchamento dos Pré-Apng-quix foi determinado medindo-se a massa do
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arcabouco seco e a massa do arcabougo imerso em &gua de acordo com a Equacéo 5 e

os resultados sdo apresentados na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Grau de inchamento dos Pré-arcaboucos.

Pré-Arcabouco Grau de inchamento (%)
Pré-Aprz.0u1 2% 51,50
Pré-Apns-qui 5% 48,64
Pré-Apns-qui 10% 53,09
Pré-Apng-qui 25% 203

Os arcaboucgos contendo de 2 a 10% de QUI apresentaram baixo grau de
inchamento quando comparados ao Pré-Apns-qui 25%. Pela analise de DRX e de DSC o
Pré-Apng-qui 25% apresentou menor grau de cristalinidade quando comparado aos demais
Pré-Apng-quix 0 que pode ter culminado em um maior grau de inchamento. A difuséo de
agua para o interior do arcabouco pode ter sido prejudicada pela matriz de PHB. Devido
ao fato do Apng-quizsse POSSUIr maior concentragdo de QUI e apresentar maior
quantidade de fase amorfa o inchamento deste foi mais pronunciado. Isto porque, o
efeito de barreira imposto pelo PHB foi menor devido a dispersdo da QUI no arcabouco.
O grau de inchamento obtido para 0 Pré-Apns-quizsy € comparavel ao de dispositivos de

QUI (KHALID et al., 2002).

4.1.6 - Analise da morfologia dos APHB-QUIx

A Figura 4.9 mostra imagens da secéo de fratura dos arcabougos apds a imersdo

em &gua por um periodo de 12 h e subsequente liofilizacdo, ou seja, ao final da etapa 3.
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Para avaliar o efeito da concentracdo de QUI na formacdo de poros foi realizado um
ensaio em branco (sem QUI) onde um arcabougo denso de PHB (Apng) produzido sob
as mesmas condi¢Oes dos Pré-Apns-quix foi imerso em agua e liofilizado. Imagem de
MEV da secéo de fratura do Appg (Figura 4.9 a) mostrou que este ndo apresentou poros.
Jé a analise das se¢des de fratura dos Pré-Apnp-quix mostrou que a metodologia proposta
foi eficiente na obtencdo de arcabougos porosos e que a formacdo de poros esta
vinculada a presenca de QUI.

De acordo com a literatura a estrutura porosa formada € consequéncia da técnica
de producdo de arcabougo empregada (PEREIRA, 2009). A estrutura porosa obtida por
liofilizacdo é similar a apresentada por ZAN et al. (2006) que estudou 0 comportamento
de formulacdes de QUI contendo microparticulas de PHB / fluorouracil como materiais
de liberacdo controlada de farmacos.

A morfologia dos Apns-qui 2-10% € diferente da morfologia do Apns-quizss COMO
pode ser observado nas Figuras 4.9 (b) a (e). Os arcabougos contendo de 2 a 10% de
QUI apresentaram regides densas (indicadas por setas), o que indica que a formacéo de
poros nestes arcaboucos foi limitada pela distribuicdo de QUI na matriz de PHB. A
presenca dessas regides densas configura uma desvantagem para a Engenharia Tecidual
uma vez que uma estrutura porosa é desejada para que ocorra difusdo de nutrientes e
colonizacéo por parte das células. Desta forma, 0 Pré- Apng-quizss € 0 mais adequado
para a obtencdo de arcaboucos porosos de PHB/ QUI aplicaveis a Engenharia Tecidual

produzidos por esta nova metodologia.
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XZBB. 196

Figura 4.9 — Imagens de MEV da se¢éo de fratura dos arcaboucos: (a) Aps: (0) Apns-

Qui2%; (€) ApHe-qui 5%; (d) ApHe-qui 10% € (&) ApHe-qui 25%. NOte que 0 Apyg N&0 apresenta

poros apds a liofilizacdo. J& as amostras contendo QUI apresentam poros.

68



4.1.7 - Analise da formacéo dos poros para 0 Apne-qui 25%

Visando avaliar o processo de formacdo dos poros dos arcaboucos contendo
25% de QUI visto que estes apresentaram estrutura porosa mais definida e menos
regides densas (Figura 4.9), os mesmos foram liofilizados apos diferentes tempos de
inchamento, tempos estes menores do que o estipulado nesta metodologia. O resultado
pode ser observado na Figura 4.10 que apresenta as micrografias eletrbnicas de
varredura dos arcaboucos em diferentes estagios de inchamento.

A Figura 4.10 (a) traz informac@es importantes a cerca do processo de formagéo
dos poros. E possivel notar a presenca de QUI dispersa na matriz de PHB (assinaladas
por setas) como consequéncia do inchamento visto que na analise de MEV do Pré-
arcabouco (Figura 4.1) ndo é possivel fazer distingdo entre QUI e PHB. Nota-se que o
inchamento da QUI promove a abertura da matriz de PHB. Entende-se entdo que
ocorrem dois processos de formacdo de poros: o primeiro, decorrente da abertura da
matriz de PHB devido ao inchamento da QUI presente no arcabouco, e o segundo
formado pela eliminacdo da agua absorvida pela QUI no processo de inchamento. A
Figura 4.10 (b) apresenta uma regido mais densa (indicada por setas) envolvendo uma
regido porosa (circunscrita) apos 3 horas de inchamento. Apds 6 h de inchamento a
regido ja é quase toda tomada por estruturas porosas, no entanto, € possivel observar um
vazio entre essas estruturas (Figura 4.10 (c) e (d)) devido a separacdo das particulas de
QUI por fronteiras de PHB. Na Figura 4.10 (e) € possivel observar uma regido densa
que é atribuida ao PHB (indicada por setas). A fronteira dos poros de PHB pode ser
visualizada na Figura (f). A presenca dessas fronteiras delimita o crescimento da regido

porosa formada pela QUI.
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Figura 4.10 — Imagens de MEV de arcaboucos de PHB e QUI liofilizados apds um

periodo de inchamento igual a: (a)2h - Note a presenca de particulas inseridas na
matriz de PHB (indicadas por setas) provavelmente atribuidas a QUI (material em
menor quantidade); (b) 3 h- A regido circunscrita apresenta um estrutura porosa

circundada por uma regido mais densa; (c)6h; (d) 6h — As setas indicam um
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espacamento entre duas regides porosas e (f) 6h — Note uma estrutura porosa inserida

em um poro de PHB.

4.1.8 - Cinética de inchamento e indice de dimensionalidade do Pré-Apuys.

QUI25%

A Figura 4.11 mostra a cinética de inchamento dos Pré-Appg-quizsw. FOI
observado que o grau de inchamento aumenta em fungdo do tempo durante o periodo
estudado. Comportamento similar foi observado por KHALID et al. (2002) que estudou
a cinética de inchamento de hidrogéis de QUI. Porém, no intervalo de 10 a 12h, neste
trabalho, o aumento no Gl foi maior do que o observado por KHALID et al. (2002). E
possivel que esse aumento no Gl seja devido a abertura da matriz de PHB (Figura 4.10).
De acordo com a literatura o inchamento da QUI atinge um determinado limite. No

presente trabalho o limite de inchamento nédo foi alcancado visando néo fragilizar o Pre-

arcabouco.
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Figura 4.11 — Cinética de inchamento do Pré-Apns-qui 25%
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O indice de dimensionalidade d obtido (calculo apresentado no Anexo 2) para 0
periodo de 12 h foi igual a 2,4. De acordo com PEPPAS et al., o indice d é um
indicativo do comportamento anisotrdpico do sistema e pode ser afetado pela presenca
de “barreiras” (restrigdes ao inchamento). Tipicamente valores de d compreendidos
entre 2 e 2,5 sdo observados para sistemas que incham lentamente ou sistemas
moderadamente hidrofilicos. O Pré-Apns-quizse constitui um sistema anfifilico onde a
porcao hidrofilica é atribuida & QUI e hidrofébica ao PHB. Neste caso, o PHB restringe
0 inchamento devido ao seu carater hidrofébico como sugere a imagem de MEV
apresentada na Figura 4.10 (f) que mostra arcaboucos de QUI inseridos nos poros dos

arcaboucos de PHB.

419 - Analise morfologica das diferentes regibes dos Apne-quizsv,

determinacao do tamanho de poros e da porosidade.

O Apne-quizsw apresentou regides com poros que diferem entre si no tamanho e
na morfologia como pode ser observado nas imagens de MEV apresentadas na Figura
4.12. A diferenca dos tamanhos de poros pode estar relacionada a difusdo de agua no
arcabouco em consequéncia da distribuicdo de QUI na matriz de PHB. De acordo com
HOFFMAN, (2002), hidrogéis fisicos ndo sdo homogéneos devido a formacdo de
“clusters” moleculares que causam heterogeneidades. Além disso, a diferenga no
tamanho de poros e na morfologia pode estar relacionada a anisotropia do inchamento.

A determinacdo da distribuicdo de tamanho de poros dos arcaboucos foi
realizada por anélise de imagens utilizando o software Image — Pro® Plus 6.0 e 0s
resultados séo apresentados na Figura 4.13. Cerca de 80% dos poros sdo menores do

que 50um.
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As dimensdes macroscopicas e microscopicas dos arcabougos bem como o
tamanho de poros dos mesmos tém influéncia no comportamento celular. Esses fatores
afetam o transporte de nutrientes e consequentemente, a formacdo do tecido. Diferentes

tamanhos de poros s&o aplicaveis a Engenharia Tecidual (PATEL et al., 2008).
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Figura 4.12 - Imagens de microscopia eletronica de varredura de diferentes regides da

superficie de fratura de Apng-qui 250 cOm diferentes aumentos ao microscopio. Note que

poros com diferentes tamanhos e morfologias podem ser observados.
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De acordo com ROOSA et al. (2009) tamanho de poros na faixa de 10 a 2250um
tem sido utilizado em engenharia 6ssea resultando em diferentes graus de “tissue in-
growth”. No caso da engenharia 6ssea, 0 tamanho de poros afeta a resposta de
osteoblastos. No entanto, ndo ha na literatura, um consenso a cerca do tamanho de poros
adequados a formacédo do 0sso.

Tamanho de poros na faixa de 5 a 10 um esta relacionado ao crescimento de
fibroblastos (OH et al., 2007). Segundo SANTOS et al. (2010) células endoteliais
tendem a crescer em estruturas tridimensionais com tamanho de poros na faixa de (5-20
pm) e com uma pequena distancia entre os poros. O Apng-quizsy apresentou porosidade
igual 70%. De acordo com a literatura 0 0sso apresenta porosidade na faixa de 50 a 90%
(STEVENS et al., 2007). Com base nesses dados é possivel dizer que 0 Apng-quizsw &,

potencialmente, apropriado a engenharia 6ssea, ao crescimento de fibroblastos e a neo-

vascularizagéo.
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Figura 4.13 — Distribui¢do do tamanho de poros para 0 Apng-quizss.
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4.1.10 - Efeito do inchamento e posterior liofilizagdo na interagdo QUI/PHB
NO ApHB-QuI25%

Embora, 0 Apne-quizsw, tenha caracteristicas mais apropriadas para a aplicagdo
em Engenharia Tecidual, visando observar o efeito do inchamento e posterior
liofilizacdo na interacdo QUI/PHB, analise de FTIR foi conduzida para todos 0s Apyp-
ouix- Os espectros de FTIR s&o apresentados na Figura 4.14.

Os espectros dos arcaboucos contendo de 2 a 10 % de QUI apresentaram
bandas caracteristicas tanto do PHB quanto da QUI o que confirma a presenca de QUI
nos arcaboucos ao final da etapa 3, porém esses espectros diferem entre si quanto a
intensidade das referidas bandas.

A presenca de QUI no arcabouco ap6s a liofilizacéo reforca a hipotese de que a
formacdo dos poros esta associada a eliminacdo da agua absorvida pela QUI durante a
etapa de inchamento dos Pré-Apns-quix- Os arcabougos contendo de 5 a 25% de QUI
apresentaram bandas atribuidas a QUI na regido assinalada na Figura 4.14 (b) (banda
(A)) referente ao grupamento amino. Comportamento similar foi observado para
blendas de PLA/QUI (CHEN et al. 2005). Para 0 Apng-qui 25%, €sta banda é mais
acentuada. Além disso, no espectro do Apne-qui 25% @ banda do PHB que normalmente
ocorre em 1720 cm™ parece ter sido deslocada e se tornado menos aguda (Figura 4.14
(@) e Figura 4.14(b) indicada por (B)). No mesmo espectro nota-se que a banda
referente a0 grupo amino € mais intensa do que a observada para 0s demais
arcaboucos e para a propria QUI podendo ser, também, um indicativo da formacéo de
um NovVo composto.

A comparacdo dos espectros de FTIR do PHB, do Apng-qui 25% € da QUI na
faixa de 2400 cm™ a 500 cm™ (Figura 4.14), mostrou a reducdo das bandas

caracteristicas de regides cristalinas do PHB.

76



(@) (b),

PHB-QUI2%

PHB-QUI5% A

Transmitancia (u.a)

Transmitancia (u.a)

PHB-QUI10%

PHB-QUI25%

1650
- 1550

PHB-QUI2%

PHB-QUI5%
APHB-QUI].O%

PRBQUI25%

f\l(c QuI

T T T T T T L :
4000 3000 2000 1000 1800 1600 1400 1200 1000 80

Comprimento de onda (cm'l)
Comprimento de onda (cm'l)

Figura 4.14- Espectros de FTIR dos Apng-qui x (2 regido de 4000 a 600cm’™;.(b) Detalhe
de (a) onde as (A) indica varia¢des no grupamento amino, (B) indica um possivel
deslocamento da banda de carbonila e (C) mostra bandas caracteristicas de regides

cristalinas do PHB.

As bandas a 1279 cm™ e 1228 cm™ (indicadas na Figura 4.14 (b) (regido (C)))
foram suprimidas e/ou sobrepostas por bandas de QUI no Apng-quizsw, 0 que pode
indicar uma reducéo da cristalinidade do PHB (XU et al., 2005) devido a interacfes
entre a cadeia de PHB e da QUI. CHEN et al. (2005) avaliaram blendas de PCL e QUI e
observaram que as bandas associadas as regides cristalinas da PCL também diminuiram
com o aumento da concentracdo de QUI na mistura.

A QUI, por possuir grupos NH, e grupos OH livres tende a formar ligacoes

hidrogénio com polimeros que contenham o grupo carbonila como é o caso do PHB e
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da PCL (CHEN, et al. 2005). Uma das formas de obter informagdes sobre ligacOes
hidrogénio é analisar a banda referente ao grupo amino por volta de 1650 cm™. Quando
0 grupo amino esta envolvido em ligagdes hidrogénio, o nimero de onda da referida
banda diminui (CHEN, et al., 2005). Comparando o espectro dos Apng-quix COM 0
espectro da QUI pura (Figura 4.14), observa-se uma redu¢do no nimero de onda da
banda do grupo amino por volta de 1655 cm™.

No espectro da QUI (Figura 4.14) pode-se observar uma banda a 3354 cm™ e
outra a 3291 cm™ relacionadas, respectivamente, a hidroxila e ao grupamento amino. A
analise dos espectros dos Apns-quix Sugere que houve uma sobreposicdo das bandas
associadas aos grupos citados devido a presenca de agua.

A Figura 4.15 apresenta o difratograma do Apng-qui 25%. A analise de DRX do
AprHB-qui 25% Mostrou que a reducéo de cristalinidade observada para os Pré-arcaboucos
se confirma e se intensifica apds as etapas 2 e 3 do processo, quando a cristalinidade do
material passou de 39% no Pré-Apps-quizsse para 20% no  Appg-quizss. COmo
apresentado na Figura 4.10, o inchamento promove a abertura de poros na matriz de
PHB o que pode ter afetado as regides cristalinas do material. Estas observagdes levam
a uma discussdo muito abrangente que sera brevemente citada neste trabalho que é a
formacdo de redes semi-interpenetrantes. A anélise de FTIR também ¢é utilizada para
identificar a formacdo de redes semi-interpenetrantes (LEE, et al., 1999). A banda
entorno de 1550 cm™ (Figura 4.13 (b)) pode ser atribuida & presenca de grupos NHs*
indicando a formacdo de um sal de QUI que é amorfo quando comparado a QUI pura.
Isto porque a formacéo do sal quebra as ligacGes hidrogénio entre 0s grupos amino e
hidroxil da QUI. Tal fato justifica a reducéo da cristalinidade observada para 0 Apps-

QUI25%:
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Figura 4.15 - Difratograma de raio X do Pré-ApHB.QU|25% e do APHB-QUIZS%-

O ArHs-qui 25% foi também avaliado por DSC (Figura 4.16). A curva de DSC do
Apnb-qui 25% diferiu da do Pré- Apng-qui 250 € d0S Seus materiais constituintes. A curva
do Apne-qui 25% apresentou uma transi¢do térmica na faixa de 25°C a 110°C que pode
estar vinculada a formacdo de uma nova estrutura e a presenca de agua apds o
processo de liofilizagéo.

De acordo com a literatura tanto o PHB (ZALDIVAR, et al., 2011) quanto a
QUI podem ser utilizados na formacgéo de redes semi-interpenetrantes (BERGER, et
al., 2004a, BERGER, et al., 2004b).

Como dito anteriormente, hidrogéis sdo estruturas capazes de inchar na
presenca de agua e de fluidos bioldgicos (BERGER et al, 2004 a,b). O Apns-qui 25%
apresentou Gl méaximo de aproximadamente 402% ap0s 2h de inchamento. Esse valor
foi maior do que o obtido para 0 Pré-Apnequizsw. ESta diferenca deve-se,

provavelmente, a presenca de poros no arcabouco.
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A anélise do espectro de FTIR do Apus-oui 25% (Figura 4.14) acrescida da
acentuada reducdo da cristalinidade e da formagdo de uma nova estrutura com base na
andlise de DSC indica a formagdo de um novo composto que pode ter sido gerado a

partir da formacao de um hidrogel fisico de QUI dentro da matriz de PHB.

PHB

Pre_APHB-QUIZS%

PHB-QUI25%,

Fluxo de calor (u.a.)

QuI

T T T T T T T T T 1
-50 0 50 100 150 200 250
Temperatura (°C)

Figura 4.16- Curva de DSC referente ao primeiro aquecimento do PHB, da QUI, do Pré-

AprB-quizsw € A0 ApHa-quizsm

4.1.11 - Mddulo de compressibilidade

Os arcaboucos porosos devem apresentar propriedades mecanicas similares as
dos tecidos a serem tratados durante o periodo de regeneracdo tecidual por esta razdo, o
Apri-qui 25% Toi submetido a um ensaio de compressdo e a curva tensdo compressiva
versus deformacdo é apresentada na Figura 4. A curva obtida é tipica de arcaboucos
porosos e apresenta trés regides: A primeira é definida como a regido de elasticidade
linear e foi com base nesta regido, através da utilizacdo de um FIT linear, que obteve-se

0 modulo de compressibilidade do Apns-qui 25% que foi igual a (13,07 + 0,014) MPa. De
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acordo com a literatura (SULTANA & WANG 2008), a regido de elasticidade linear €
controlada pela estrutura da parede de poros. A segunda regido esta associada ao
colapso dos poros. Ja a terceira regido esta relacionada a densificacdo e ocorre quando,

praticamente, todos os poros foram colapsados.
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Figura 4.17 — Curva de tenséo versus deformacao do Apng-quizsw.

O osso € um tecido complexo com propriedades mecanicas que dependem de
sua composicdo e de sua estrutura. O 0sso cortical, por exemplo, exibe mddulo de
compressibilidade na faixa de 100 - 230 MPa e 0 0sso trabecular apresenta modulo de
compressibilidade na faixa de 2 — 12 MPa. Desta forma, pode-se dizer que 0 Apns-qui
250 POSSUI potencial aplicacdo no reparo de 0sso trabecular. As propriedades mecanicas
também sdo afetadas por pardmetros como, porosidade composi¢cdo e natureza do
material. O Aprg-qui 25% apresentou modulo de compressibilidade maior do que alguns
arcaboucos porosos compdsitos com porosidade igual a 70% aplicaveis a Engenharia

tecidual. Como exemplo pode-se citar o arcabougo de policaprolactona-tricalcio fosfato,
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que apresentou médulo de compressibilidade igual a 6,8 MPa (HUTMACHER et al.,

2007).

4.1.12 - Degradacao do ApnHie-qui 25%

O ApHg-qui 25% foi submetido & degradacdo em tampéo acetato a pH 5,0. De
acordo com a literatura a inflamacdo local, uma das possiveis respostas do organismo
hospedeiro a presenca de um biomaterial, ocorre a pH 5,0. Com intuito de mimetizar
esta situacdo os arcaboucos foram incubados em tampdo acetato por um periodo de trés
meses. Os arcaboucos degradados foram entdo analisados por MEV e as imagens
resultantes sdo apresentadas na Figura 4.18. De acordo com a Figura 4.14 arcabougos
porosos de QUI sdo formados dentro da matriz de PHB. Essa estrutura de poros
atribuida a QUI ndo é observada na Figura 4.18. Com isso infere-se que os arcaboucos
de QUI formados dentro da estrutura de poros do PHB degradam mais rapido do que a
estrutura de poros do PHB promovendo mudancas na distribui¢cdo do tamanho de poros
(Figura 4.19). De acordo com a literatura o PHB tem uma elevada estabilidade
hidrolitica e leva alguns meses para ser degrado em um meio tamponado (RENARD et
al., 2004). A degradacdo hidrolitica da QUI ocorre através da hidrolise das ligacdes
amino. GUPTA, et al. (2000), avaliaram a degradacdo de microesferas de QUI em meio
acido e constataram que a degradacdo das referidas esferas ocorreu apds o oitavo dia.
Desta forma, o resultado de degradacéo obtido para 0 Apns-quizse €Sta de acordo com a
literatura.

Antes da degradacdo o tamanho maximo de poros foi de 175um (Figura 4.13) e
depois da degradacdo este valor mudou para, aproximadamente, 900 um (Figura 4.19).
Uma das grandes discussGes no campo de Engenharia Tecidual € a limitacdo do uso de
arcaboucos devido a insuficiente difusdo de nutrientes e de oxigénio. Esse problema

surge da ocupagéo dos poros por células ou ainda do colapso dos poros que reduzem o

82



espaco para que a difusdo ocorra (PHELPS et al., 2009). Correlacionando este fato ao
que foi observado na analise de degradacéo, 0 Apre-quizsw, que tem por caracteristica o
aumento do tamanho de poros (Figura 4.18 e distribuicdo do tamanho de poros na
Figura 4.19) pode-se inferir que 0 uso deste arcabougo seja promissor no que tange a
minimizacdo dos problemas relacionados ao espaco para difusdo. De acordo com a
Figura 4.18 (c), ap6s 90 dias a estrutura de poros de PHB encontra-se bastante
degradada. De acordo com literatura os produtos de degradacdo do PHB (KROEZE, et
al., 2009) e da QUI (MARTINO et al., 2005) néo sao toxicos. Segundo CORDONNIER
et al. (2011) os produtos de degradacdo de arcaboucgos aplicaveis a engenharia 6ssea
gerados por hidrélise e/ou digestdo enzimatica podem ser tolerados por um periodo de
um més a cinco anos.

Trabalhos recentes (COSTA-PINTO et al., 2011, CORDONNIER et al., 2011)
tem mostrado que uma das limitacdes na utilizacdo de arcabougos é a adequada
vascularizagdo. Nesse contexto tem sido discutida a confeccdo de arcabougos com
propriedades que induzam a neo-vascularizacdo nas etapas iniciais. O Apnp-quizsw
possui, inicialmente, tamanho de poros adequados a neo-vascularizacdo e, com o passar
do tempo o tamanho de poros aumenta sendo adequado a proliferagdo de osteoblastos.
Segundo ROOSA et al. (2010) e ISHAUG et al. (1997) poros na faixa de 100 um a 400
um induzem a regeneragdo 0ssea e poros na faixa de 200 um a 350 pum séo apropriados

a osteoconducao.
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CORPPE

Figura 4.18 - Imagens de MEV da superficie de fratura de Apng-qui 25% degradados por:

(a) 10 dias; (b); 10 dias e (c) 90 dias.
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Figura 4.19 — Distribui¢do do tamanho de poros dos Aprs-qui 25% apos 10 dias de

degradacéo

4.2 — Arcabougos de PHB e QUI biossinalizados com FN (Aphg.oui )

Os arcabougos de PHB e QUI biossinalizados com fibronectina (Appg.oui™)
foram obtidos a partir do Pré-Apns-quizsw devido ao fato deste ter dado origem a um
arcabouco poroso com estrutura de poros mais definida do que os demais Pré-
arcabougos. Além disso, o arcabougo poroso produzido a partir do Pré-Apng-qui 25%
apresentou uma melhor distribuicdo de QUI na matriz de PHB e, portanto, uma melhor
interacéo entre PHB e QUI. Sendo assim, 0 Pré-Apns-quizsy foi imerso em solucéo de
FN a 10 pg.mL™ em tamp&o PBS a pH 6,0 por 12 h para promover o inchamento das

particulas de QUI em solugdo de FN.

85



4.2.1 - Inchamento do Pré-Appg.quizsse

O Pré-Apns-qui 25% apresentou grau de inchamento igual a 126% em solucdo de
FN dando origem ao Pré-Apns-qui ss% ', sendo que o grau de inchamento obtido para
imersdo em agua foi de 203% (Tabela 4.6). Esta diferenca no grau de inchamento pode
esta relacionada a difusdo do fluido para o interior do arcabouco e a interagcdo entre o
fluido de inchamento e 0 Pré-Apng-quizsw. Além disso, a deposicédo de FN na superficie
dos arcaboucos (item IV) também pode ter contribuido para um menor grau de

inchamento.

4.2.2 - Anélise da morfologia dos Apps.quizses | € distribuicdo do tamanho

de poros.

Apos inchamento em solugdo de FN 0 Pré-Apng-qui 2% ' foi congelado e, na
sequéncia, liofilizado para a obtencdo da estrutura porosa, em procedimento similar ao
realizado para o inchamento em &agua. O arcabougo resultante, Apns-qui 250 ", foi
analisado por MEV e as imagens da secédo de fratura do APHB_QU|25%FN séo apresentadas
na Figura 4.20.

E possivel observar na Figura 4.20 (a) a presenca de regibes densas néo
porosas que sdo atribuidas ao PHB, assim como foi observado no Apug-qui 25% (Figura
4.10). Os poros presentes N0 Apre-qui 2s% " diferem daqueles obtidos no ApHB-QuI 25%
quanto a morfologia. Essa alteracdo morfoldgica pode estar relacionada com o tipo de
cristal formado no interior do arcaboucgo durante a etapa de congelamento que antecedeu
a liofilizagéo. Os Apg-qui 250 | apresentaram poros arredondados ao passo que 0s Apys.
Quizsw apresentaram poros alongados. Ambos 0s arcaboucos apresentaram poros
interconectados, no entanto, a presenca de regides densas foi mais acentuada no Apyp-
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QuI 5% " provavelmente devido a difusdo de solucdo de FN no arcabouco e ao grau de
inchamento.

Duas estruturas de poros distintas podem ser observadas na Figura 4.20: uma
formada pela expanséo das particulas de QUI devido ao inchamento e, dentro desta uma
outra estrutura porosa decorrente da eliminacdo do fluido absorvido pela QUI. Assim
COMO 0 ApHB-Qui 25%, O ApHB-QuI 5% | apresentou regides com tamanho de poros

distintos.

Figura 4.20.- Imagens de microscopia eletronica de varredura da se¢éo de fratura do

ApHB-qui 250 ' (@)observe a presenca de regides densas indicada por setas; (b) detalhe
da regido assinalada em (a); (c) observe a estrutura de poros inserida na matriz densa

de PHB e (d) detalhe da regido assinalada em (c).
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A Figura 4.21 mostra a distribuicdo do tamanho de poros do APHB-QU|25%FN
Assim como 0 Appg.quizsi N0 Apha.quizsys - a maioria dos poros ficaram abaixo de
50um. No entanto, 0 Apnsquizsw apresentou tamanho de poros maximo de
aproximadamente 200um ao passo que o APHB-QU.zs%FN apresentou tamanho maximo

igual a 110um. Isso, provavelmente, devido ao diferente grau de inchamento.
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Figura 4.21 — Distribuic&o do tamanho de poros do Aprg.qui 25%

423 - Efeito do inchamento e posterior liofilizagdo na interacdo

FN/QUI/PHB no Aphg.ouizses

A molécula de FN intacta é flexivel e pode sofrer alteragdo na sua conformagao
global devido ao processo de absor¢do. Mudancas na estrutura secundaria da FN podem
ser avaliadas por FTIR. Os Apng-qui s N foram analisados por FTIR e o espectro

obtido pode ser observado na Figura 4.22. O espectro do Apng-qui 25% " Na regido de
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4000 cm™ a 1700 cm™ apresentou bandas caracteristicas da QUI a 3354 cm™ e a 3291
cm™ relativas, respectivamente, ao grupos hidroxil e amino e banda caracteristica do
PHB em 1720 cm™. O espectro do Apns.oui 25% = Na regido de 1700 cm™ a 400 cm™
apresentou bandas que diferem tanto do PHB quanto da QUI sugerindo a sobreposigéo
dessas bandas. De acordo com BAUJARD-LAMOTTE et al. (2008) a regido de 1500
cm™a 1800 cm™ abriga bandas caracteristicas da FN tais como: amida Il correspondente
as ligacBes NH de peptideos (de 1500 a 1550cm™), de COO relativas ao grupos
carboxilicos dos peptideos Asp e Glu (de 1550 a 1500cm™). Comparando o espectro da
QUI Figura 4.22 com 0 espectro do Apxe-qui 5% ' fica nitido o aumento da banda
situada na regido de 1550 a 1500cm™ (Ver detalhe da Figura 4.22) que est4 relacionada
a presenca de FN. Além disso, uma banda caracteristica de aminoacidos pode ser
observada na regido de 1610 a 1700 cm™ De acordo com BAUJARD-LAMOTTE, et al.
(2008) essa banda pode ser decomposta em sete outras relativas aos grupos funcionais
da FN quando esta se encontra no estado liquido. A deconvoluc¢édo da banda na regido de
1610 a 1700cm™ é apresentada na Figura 4.23. Ap6s a deconvolucéo trés bandas foram
localizadas em 1660 cm™, 1645 cm™ e 1628 cm™, relativas aos dominios folhas A
hidratadas, folhas f desidratadas, e dominios aleatorios hidratados, respectivamente.
Resultado similar foi obtido por BAUJARD-LAMOTTE, et al (2008) para FN no
estado solido depositada sobre a superficie de poliestireno.

A razdo entre as areas sob as curvas referentes a cada componente em a area da
banda de amida primaria fornece o percentual correspondente a cada estrutura. A Tabela
4.7 mostra as proporgdes entre os dominios hidratados, ndo hidratados e randdmicos da

FN.
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Tabela - Proporc¢es entre os dominios hidratados, ndo hidratados e randémicos

da FN.
o Comprimento de onda
Dominios L Percentual
(cm™)
Randdmicos 1628 9,71
Folhas  ndo hidratadas 1645 8,60
Folhas B hidratadas 1660 4,77

De acordo com a literatura a FN nativa, no estado liquido, apresenta cerca de
28% de dominios ndo hidratados, 16% de dominios hidratados e 11,5% de dominios
randémicos. Quando adsorvida em superficie de PS apresenta cerca de 10% de
dominios ndo hidratados e 27,5% de dominios hidratados (BAUJARD-LAMOTTE, et
al 2008). No presente trabalho o percentual de dominios randémicos foi maior do que
os de dominio hidratados e ndo hidratados. Além disso, o percentual de dominios
hidratados foi menor do que o de dominios ndo hidratados indicando alteracdes na

conformacdo da FN em comparacao a nativa.
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Figura 4,22 — Espectro de FTIR da QU', do PHB, do APHB—QUIZS% e do APHB_QU|25%FN :

(a) na regido de 4000cm™ a 600cm™ e (b) detalhe mostrando a regido de 1700 cm™ a

1500 cm™ que contém bandas caracteristicas de FN.
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Figura 4.23 — Espectro de FTIR do Apms.quizsy ' Na regido de 1700 cm™ a 1550

cm™. As curvas em cinza séo referentes a deconvolugao.

424 - ldentificagdo de FN na superficie dos Apng.quizsswe = POr

guimiluminescéncia e AFM

Visando avaliar a eficiéncia da metodologia na biossinalizacdo dos arcaboucos,
0S APHB.QU|25%FN foram analisados por quimiluminescéncia e o resultado da analise pode
ser observado na Figura 4.24. Na técnica de quimiluminescéncia um anticorpo €
utilizado para se ligar a proteina. A presenca de FN na superficie analisada é confirmada
guando um sinal luminoso é emitido pela amostra. Com base na imagem apresentada na

Figura 4.24, conclui-se que 0 Appg.quizsy " contém FN.
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Figura 4.24 — Fotografia do Apns.qui 2% (regido brilhosa associada &
presenca de FN).

Para avaliar a distribuicdo de FN na superficie do APHB.QU|25%FN este foi
submetido a analise de microscopia de forga atbmica juntamente com 0 Apng-qui 25%
para observar possiveis alteracdes na topografia e na composicdo da superficie pela
andlise do contraste de fase. As imagens de AFM sdo apresentadas na Figura 4.25.

De acordo com a imagem de topografia (Figura 4.25 (a)) a superficie do Apns-
Qui 25% apresenta estruturas arredondadas bem definidas. Ja a imagem de topografia do
AphB-qui 259 " (Figura 4.25 ¢) ndo apresentou essas estruturas sugerindo a formacao de
um filme sobre a superficie do arcabougo. Este filme, de acordo com a analise de
quimiluminescéncia esta relacionado a presenca de FN na superficie do arcabouco. A
presenca desse filme pode ter afetado a difuséo da solucdo de FN para o interior do
arcabouco resultando em um grau de inchamento menor do que o alcangcado quando o
Pré-Apng-qui 25% foi inchado em agua.

Imagens de contraste de fase da superficie dos Apng-qui 25% (Figura 4.25 b)
mostraram que esta é composta por dois materiais distintos, no caso PHB e QUI, como
indicou a anélise de FTIR (Figura 4.14). A parte mais escura € relacionada a QUI que é
0 material em menor quantidade (25% p/p), portanto, disperso na matriz de PHB. Ja a
imagem de contraste de fase do Apre-qui 259 " (Figura 4.25 d) foi bem diferente daquela

obtida para 0 Apne-qui 25% sugerindo que o filme formado na superficie ndo é
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homogéneo, visto que algumas regides apresentam contrastes de fase diferentes. Esta
diferenca pode ser associada aos diferentes tipos de interagéo entre a FN e 0s materiais
constituintes do arcabouco.

De acordo com a literatura, devido a natureza cationica, a QUI tende a interagir
com proteinas como a FN. J& o PHB ndo apresenta grupos funcionais disponiveis para a
interacdo com a FN. Tal fato pode justificar os diferentes contrastes de fase observados
na Figura 4.25 (d). Por outro lado, FN pode ter sido depositada sobre regifes que ja

continham FN dado este que também pode justificar diferentes contrastes de fase.

Figura 4.25 - Imagens de microscopia de forca atbmica da superficie dos arcabougos:

Apre-quizsy (a) topografia (b) fase e Apup.quizsw ' (C) topografia e (d) fase.
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4.2.5 - Dessorgdo de FN em meio de cultura para osteoblastos

Para avaliar a dessor¢do de FN os arcaboucos foram imersos em meio de cultura
para osteoblastos e avaliados por quimiluminescéncia. Foi observado (Figura 4.26 (a)
que apos 24h, parte da FN adsorvida a superficie do arcaboucgo foi dessorvida. No
entanto, foi observado que a por¢do inferior do arcabouco (indicada por setas)
apresentou luminosidade indicando a presenca de proteina na estrutura de poros.
Visando facilitar a visualizacdo uma imagem de contraste invertido é também

apresentada (Figura 4.26 (b)).

Figura 4.26 — (a) Fotografia do APHB_QU|25%FN (1/4 do arcabouco que, originalmente
possui formato cilindrico) apds 24 h de imersdo de meio de cultura para osteoblastos
(regido brilhosa associada a presenca de FN); (b) Refere-se a mesma imagem mostra
em a porém com contraste invertido o que significa que a regido escura contém FN e

(c)Secao de fratura dos antes e apds a dessorcao. Note que ainda ha FN no arcabouco.
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A imagem de quimiluminescéncia mostrou que, apos 24h, a intensidade do
brilho atribuido a presenca da FN na superficie diminuiu. Além disso, é possivel
perceber a presenca de pontos mais luminosos na superficie do arcabouco indicando que
a dessorcdo na superficie ndo ocorre uniformemente. J& a regido interna do arcabougo
continuou apresentando luminosidade intensa o que indica que, ap6s 24h FN ainda
permanece no arcabouco. Esta heterogeneidade na dessorcdo, provavelmente, deve-se
ao fato do arcabouco ser constituido por dois materiais: um com forte interacdo com a

FN, a QUI, e outro ndo, o PHB.

4.2.6 - Mddulo de compressibilidade

A curva tensdo compressiva versus deformagdo do Apns-qui 50 (Figura 4.27)
apresentou comportamento similar a curva do Apug-qui 25% (Figura 4.17). O Apug-qui
o5 " apresentou modulo de compressibilidade igual a (18.0 +0.03) MPa mostrando-se
mais resistente a compressdo do que O Apnpqui 25% que apresentou modulo de
compressibilidade igual a (13,07 £ 0,01) MPa. Esta diferenca pode ser atribuida as
diferentes estruturas porosas. Embora 0 modulo de compressibilidade do Aprg-qui psop
seja maior, 0 mesmo também pode ser aplicado a regeneracdo de 0sso trabecular

(HUTMACHER, et al 2007).
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Figura 4.27 - Curva de tens&o versus deformac&o do Apps.ouizsss -

4.2.7 - Degradag&o do Appig-oui 2506

Os Apre-qui 2506 T @SSIM COMO 0S Apns-qui 25% foram submetidos a analise de
degradacdo em tampdo acetato. As imagens de MEV dos arcaboucgos degradados sédo

apresentadas na Figura 4.28.
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Figura 4.28 — Imagens de MEV: (a) Apns.oui 255 ; (b) Apra-qui 2% ' degradado apds

10 dias e (c) apds 90 dias.

A Figura 4.28 (a) mostra uma imagem de MEV do Apngoui 25% " antes da
degradacéo onde é possivel observar as bordas dos poros de PHB (indicadas por setas).
Apods 10 dias de degradagéo, assim como observado para 0 Apng-qui 25%, OCOITeU a
degradacédo do arcabougo de QUI dando origem a um arcabougo com tamanho de poros
maior do que antes da degradacdo. A Figura 4.29 mostra a distribuicdo de poros do
ApHB-QuI 250 " degradado. Esta nova faixa de tamanho de poros é adequada & engenharia
Ossea (ROOSA et al., 2010). Neste caso em que se trata de um arcabougo
funcionalizado a diferenca entre a taxa de degradacéo do arcabougo de QUI e de PHB e
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a capacidade de dessorgdo faz com que 0 Apng-qui 250 " possa ser utilizado como
material para liberagdo controlada. De acordo com a literatura (CORDONNIER et al.,
2011) é interessante que os arcabougos aplicdveis a engenharia dssea sejam
biossinalizados e capazes de liberar fatores de crescimento e/ou moléculas
biossinalizadoras.

Assim como 0 Apu.qui 25% 0 ApHe-qui 25% " apresentou, apds 90 dias, estrutura

de poros bastante degradada.
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Figura 4.29 - Distribuicdo do tamanho de poros do Apws.qui 25%

4.3- Analise da Citotoxicidade do APHB-QUI 250, € do APHB-QUI 25%FN.

Os arcabougos Apre-qui 25% € ApHe-qui s N foram submetidos a analise de
citotoxicidade e os resultados das andlises de XTT, NR e CVDE, sdo apresentados,
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respectivamente, nas Figuras 4.32, 4.33 e 4.34. Todos os resultados foram
estatisticamente analisados para um intervalo de confianga com pardmetro p menor do
que 0,05. A andlise de XTT (Figura 4.32) mostrou que ndo ha diferenca significativa

entre a atividade respiratdria celular entre os arcaboucos e o controle.
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Figura 4.30 — Resultado da analise de XTT para 0 Appz.oui 25% € 0 ApHs.ouUI 25%

A anélise de VN (Figura 4.33) mostrou que ndo houve alteracdo significativa na
viabilidade celular dos arcaboucos em comparacdo ao controle. De acordo com 0s
resultados da analise CVDE (Figura 4.34) a densidade celular ndo foi afetada pelos
arcaboucos. Com base nesses resultados apresentados, tanto 0 Apng-qui 250 quUaNto Appis-

QuIzs% " NAD SAO CitotoXicos.
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Figura 4.31 — Resultado da analise de vermelho neutro (VN) para 0 Apxp-qui 25% € O
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CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia apresentada neste trabalho é nova e permite a funcionaliza¢éo do
volume e da superficie do arcabouco durante o processo produtivo, 0 que é uma
vantagem, pois introduz no arcabouco de PHB grupos que posteriormente podem ser
utilizados na imobilizacdo de moléculas bioativas. Esta metodologia, a qual utiliza a

QUI como agente porogénico, pode ser sumarizada de acordo com a Figura 5.1.

Pré-Arcabougos Arcabougo porozo
‘ inchado tridimensional
Pré-Arcabougo
e IXX 0000
- o000 alefale
1000 = 0000 —— OO OO
0000 0000 OO

Adigdo do fluido para

. Liofilizacéio
promover o inchamento age

Matriz de PHB ® Quitosana . Quitoszana inchada O Arcabougo de quitosana

Figura 5.1 - Representacao esquematica da producéo dos arcaboucos porosos

A obtencdo dos arcaboucos porosos se da através do inchamento de uma matriz
anfifilica de PHB/QUI seguida de congelamento e posterior liofilizacdo. Desta forma, o
teor de QUI na matriz (Pré-arcabouco) tem influéncia direta nas propriedades dos
arcaboucos porosos e consequentemente nas propriedades dos arcaboucos. A formagéo

dos poros se deu por dois processos distintos: o primeiro associado ao inchamento da
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QUI que promoveu a abertura da matriz de PHB e 0 segundo decorrente do processo de
liofilizag&o que eliminou o fluido absorvido pela QUI na etapa de inchamento.

Uma das vantagens desta técnica é a utilizacdo de diferentes fluidos na etapa de
inchamento o que permite a obtencdo de arcaboucos com diferentes composic¢des. De
acordo com a literatura a QUI interage com espécies anibnicas como as
glicosaminoglicanicas (GAG) e proteoglicanas e com outras espécies negativamente
carregadas presentes no sangue (COSTA-PINTO et al., 2011). Sendo assim, a matriz
anfifilica de PHB/QUI pode ser inchada em fluidos que possuam afinidade com a QUI
de acordo com a aplicacéo pretendida.

A andlise de degradacdo mostrou que o0s arcabougos degradam
heterogeneamente. Esse comportamento abre um precedente para a producdo de
arcaboucos porosos capazes de atuar como materiais para liberagdo controlada de

moléculas bioativas.
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Capitulo 5

CONCLUSOES

Arcaboucos tridimensionais de PHB/QUI e PHB/QUI/FN foram obtidos com
sucesso a partir da metodologia proposta baseada no inchamento da QUI em &gua ou em
solucéo de FN na etapa Il do processo de producéo dos arcabougos. A formagéo dos poros
bem como a quantidade destes ocorre em funcdo da quantidade e da distribuicdo de QUI
na matriz anfifilica (Pré-arcabouco).

O teor de QUI igual a 25% favoreceu a reducéo da cristalinidade do PHB, o que
constitui uma vantagem visto que, um dos grandes problemas da aplicacdo do PHB como
biomaterial € o seu carater quebradico devido a sua cristalinidade. Foi observado também
que para o Pré-arcabouco contendo 25% de QUI o efeito de barreira imposto pelo PHB
(componente hidrofébico da matriz) foi minimizado e o inchamento da matriz foi mais
pronunciado, o que contribuiu para a formacdo da estrutura porosa desejada. A
distribuicdo do tamanho de poros foi afetada pelo processo de degradacao e foi observado
que os arcaboucos de QUI inseridos na matriz de PHB tendem a degradar a diferentes
taxas.

O ApHB-Quizsw € 0 APHB.QU|25%FN apresentaram modulo de compressibilidade
iguais a (13.07 + 0.01) MPa e (18.0 +£0.03) MPa respectivamente, proximos ao do 0SS0
trabecular. Testes realizados “in vitro” mostraram que os arcabougos ndo apresentaram
citotoxicidade. Desta forma os arcaboucos produzidos por esta metodologia tém potencial

para aplicagdo na regeneragédo do tecido 0sseo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Em 2011 foi realizada uma conferéncia onde foram discutidos o0s
principais requisitos a serem alcancados por arcabougos porosos aplicaveis a

Engenharia Tecidual (O’ KEEFE et al., 2011). A saber:

(i) Forma: refere-se a moldagem do arcabou¢o de acordo com o

“defeito” a ser reparado.

(if) Funcéo: refere-se a similaridade em termos de propriedade

mecanica entre o arcabouco e o tecido a ser reparado ou substituido.

(iii) Fixacdo: refere- se a habilidade do arcabouco se integrar

aos tecidos macios presentes nas vizinhancas do tecido 6sseo.

(iv) Formacdo: refere-se as propriedades de osteoconducao do
arcabouco, e a algumas caracteristicas como, por exemplo, porosidade,

permeabilidade, difusividade e integracdo de moléculas bioativas ou células.

Desta forma, sugere-se:
1. Avaliar o inchamento do arcabouco em diferentes fluidos

bioldgicos que se adequem a proposta iv em termos de interacdo célula

biomaterial;

2. Conduzir estudos “in vivo” para avaliar a fixagéo (item iii)

3. Avaliar o uso dos arcabougcos como material de liberacdo
controlada;
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Figura Al1.2 - Curva de DSC do Pré-Apng-qui su referentes ao primeiro e ao

segundo aquecimento
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Figura A1.3 - Curva de DSC do Pré-Apns-qui 10% referentes ao primeiro e ao segundo

aquecimento
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Figura Al.4 - Curva de DSC do Pré-Apns-qui 250 referentes ao primeiro e ao segundo

aquecimento
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Anexo 2

INDICE DE DIMENSIONALIDADE

De acordo com Peppas e colaboradores (1997) o indice de dimensionalidade (d)
pode ser obtido tomando por base o caso de “amostras que incham”. O d é definido
como o namero de diregdes em que uma expansao ndo obstruida ocorre.

No presente trabalho, mudancas no diametro e na altura do Pré-Apns-quizsw
foram monitoradas por um periodo de 12h e os resultados sdo apresentados na Tabela
A2.1. Os valores obtidos para a area (Equagdo 6) e para o volume (Equacdo 7) também
séo apresentados na Tabela A2.1

A Tabela A2.2 mostra os valores de In[Agel/Adry] (onde Agel é a éarea do
arcabouco inchado e Adry € area do arcabouco seco) e de Q (a razdo entre o volume do
arcabouco inchado (Vgel) e o volume do arcabouco seco (Vdry). O valor de d foi obtido
plotando-se In[Agel/Adry] x Q. Com isso obteve-se uma reta cujo coeficiente angular é
igual a (d-1)/3 (Figura A2.1).

Os dados de regressdo linear utilizados para o calculo do valor de d sdo
apresentados na Tabela A2.3. De acordo com os valores obtidos na regressao linear

(Tabela A2.3) o coeficiente angular foi 0,42611. Sendo assim, o valor de d foi 2,3.
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Figure A2.1: In[Agel/Adry] x Q.
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Tabela A.2-1: Dados da variagéo do didmetro e da altura do Pré-apns-quizss €m fungdo do tempo e os respectivos valores de area e volume.

tempo (h)
0 2h 4h 6h 8h 10h 12h
Pré-aprp.quizse D h' D! h' D! h' D' h' D' h' D' h' D! h
| 11 24 11,3 2,7 11,6 2,6 11,6 2,8 11,8 2,8 11,8 2,8 11,8 2,7
I 11 2,8 11,2 3 111 3,6 114 31 114 3 11,7 3,2 11,6 3,3
1l 11,2 2,5 11,4 2,5 11,4 2,6 11,4 2,7 11,7 2,8 11,7 2,7 11,7 2,9
Media 11,06667 2,566667 11,3  2,733333 11,36667 2,933333 11,46667 2,866667 11,63333 2,866667 11,73333 2,9 11,7 2,966667
Volume® 246,758877 273,9801767 297,5070919 295,8838281 304,5476115 313,4082844 318,793995
Area’ 286,1307556 301,0213333 308,7317778 307,2524889 319,6328111 321,7610333 323,9067
mm; 2 mm?3; *mm?
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Tabela A.2-2: Valores de In[Agel/Adry] e razdo entre o volume da amostra apos o

inchamento e da amostra seca.

In(Agel/Adry) Q

0 1
0,050732244 1,110315
0,076023973 1,205659
0,071220955 1,199081
0,110723978 1,234191
0,117360244 1,270099
0,124006618 1,291925

Tabela A2.3: Regressdo Linear (Y = A+ B * X):

Parametro Valor Erro
A -0.42735 0.04546
B 0.42611 0.03817

Desvio padréo: 0,00947
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