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Resumo

A principal funcao do osso € a manutencao estrutural do organismo. No
entanto, sendo um componente fragil, a ocorréncia de defeitos 6sseos € muito
comum, podendo estar associada a diversos motivos incluindo: disturbios congénitos,
infecbes, tumores, fraturas, entre outros. Desta forma, tém vindo a ser
desenvolvidos substitutos oOsseos sintéticos de forma a auxiliar o processo
regenerativo do 0sso.

Este projeto de dissertacao teve como objetivo o desenvolvimento de um
substituto osseo sintético, sob a forma de esferas de hidroxiapatite com uma
estrutura macroporosa e interconetiva.

Este trabalho engloba, numa primeira etapa, uma revisao bibliografica que
tem como objetivo o enquadramento teorico. Nesse capitulo, foram abordados
alguns conceitos teoricos acerca do osso, dos bioceramicos, dos fosfatos de calcio,
entre outros. Adicionalmente, foi abordada a técnica utilizada, ao longo do trabalho
pratico, para obtencao de estruturas porosas ceramicas, nomeadamente, a
metodologia de formacao de espumas utilizando-se surfactantes.

Relativamente a componente experimental, comecou-se por realizar um
estudo acerca das propriedades das espumas, visto que estas sao o ponto de partida
para obtencao das estruturas porosas. As propriedades das espumas estudadas, foram
a espumabilidade (capacidade de formacao de espuma) e a estabilidade da espuma
(tempo de vida da espuma). Este estudo foi realizado com o objetivo de determinar
o efeito da metodologia de agitacao, do tipo de surfactante e da sua concentracao,
e da adicao de um estabilizador de espuma nas propriedades das espumas. Para tal,
foram selecionados dois surfactantes usualmente utilizados em aplicacdes
biomédicas (Pluronic F127 e Tween80), e produzidas solucbes de ambos nas
concentracoes de 1, 4, 10 e 15 %(m/v). As metodologias de agitacao utilizadas foram
a técnica syringe-foaming e o uso de um instrumento de agitacao elétrico.
Adicionalmente, o agente estabilizador de espuma utilizado foi um hidrogel, a base
de alginato.

Com base nos resultados das propriedades das espumas obtidos, selecionou-se
um conjunto de formulacdes para se proceder a producao das esferas ceramicas. A
producao das esferas € realizada através de uma espuma liquida ceramica, que
consiste na mistura da espuma obtida através da solucao de surfactante com uma
suspensao ceramica (suspensao de pd de hidroxiapatite em alginato).
Posteriormente, essa espuma liquida ceramica é coletada numa seringa e injetada a
uma velocidade controlada através de uma peca de seccao circular para uma solucao
de cloreto de calcio, que assume a reticulacao do alginato e, desta forma, a
manutencao da forma esférica das esferas. Apds tratamento térmico, as esferas
produzidas foram analisadas e caracterizadas a nivel de cristalinidade e fases
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cristalinas presentes, de porosidade e de resisténcia ao esmagamento, sendo que
esta caraterizacao permitiu determinar a formulacao ideal que oferece uma melhor
relacao entre propriedades.

Face aos resultados obtidos, concluiu-se que em ambos os surfactantes o
alginato tem um efeito estabilizador nas espumas, garantindo uma manutencao do
volume das espumas por intervalos de tempo maiores e conferindo,
consequentemente, niveis de porosidade mais satisfatérios. Por sua vez, a
metodologia de agitacao que se demonstrou mais eficiente atendendo ao objetivo
do trabalho, foi o uso do instrumento de agitacao elétrico. Por fim, a nivel de
qualidade da espuma os melhores resultados foram para o surfactante Pluronic F127,
contudo, as esferas que possuem uma melhor relacao entre propriedades fisicas e
mecanicas foram as obtidas a partir do Tween80.

Palavras-chave

Regeneracao Ossea; Substituto Osseo; Esferas; Hidroxiapatite; Porosidade; Espumas;
Surfactante; Pluronic F127; Tween80; Resisténcia ao Esmagamento
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Abstract

The main function of bone is the structural maintenance of the body.
However, being a fragile component, the occurrence of bone defects is very common
and may be associated with several reasons including: congenital disorders,
infections, tumors, fractures, among others. Thus, synthetic bone substitutes have
been developed to assist the bone regenerative process.

This dissertation project aimed to develop a synthetic bone substitute in the
form of hydroxyapatite spheres with a macroporous and interconnected structure.

This work includes, in a first stage, a bibliographic review. In this chapter,
some theoretical concepts about bone, bioceramics, calcium phosphates, among
others, were addressed. In addition, the technique used throughout the practical
work to obtain ceramic porous structures was approached, namely the surfactant
foaming methodology.

Regarding the experimental component, the study was started by the analysis
of the foams properties, as these are the starting point for obtaining the porous
structures. The foam properties studied were foamability (foaming capacity) and
foam stability (foam lifetime). This study was carried out to determine the effect of
the stirring methodology, the type of surfactant, its concentration and the addition
of a foam stabilizer on the foam properties. For this, two surfactants commonly used
in biomedical applications (Pluronic F127 and Tween80) were selected, and solutions
of both were produced at concentrations of 1, 4, 10 and 15% (m/v). The agitation
methodologies used were the syringe-foaming technique and the use of an electric
instrument. Additionally, the foam stabilizing agent used was a hydrogel, namely
alginate.

Then, depending on the results of the obtained foam properties, a set of
formulations optimized to produce the ceramic spheres was selected. The production
of the spheres is carried out by means of a ceramic liquid foam, which consists in
mixing the foam obtained from the surfactant solution with a ceramic mixture which
corresponds to a paste of hydroxyapatite powder with alginate. Subsequently, this
ceramic liquid foam is collected in a syringe and injected at a controlled rate through
a circular section piece into a calcium chloride solution. The calcium chloride
solution will be responsible for the crosslinking of the alginate and thus maintaining
the spherical shape of the spheres. After heat treatment, the produced spheres were
analyzed and characterized in terms of crystallinity, porosity and crush strength.
This characterization allowed to determine the ideal formulation that offers a better
relationship between properties.

According to the results obtained, it was concluded that for both surfactants
alginate has a foam stabilizing effect, ensuring a maintenance of the foam volume
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over longer periods of time and thus conferring more satisfactory porosity levels. In
turn, the agitation methodology that proved to be the most efficient, according to
the objective of the work, was the use of the electric instrument. Finally, in terms
of foam quality the best results were for Pluronic F127, however, the spheres that
have a better relationship between physical and mechanical properties were
obtained from Tween80.

Key-words

Bone regeneration; Bone Substitute; Spheres; Hydroxyapatite; Porosity; Foams;
Surfactant; Pluronic F127; Tween80; Crush Resistance
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1. Introducao

1.1. Enquadramento

0 osso € o Unico componente anatdmico que exibe condicoes fisioldgicas suficientes
para uma estabilizacado mecanica adequada, apresentando excelentes capacidades
regenerativas. Contudo, o aumento da esperanca média de vida, em conjunto com a
crescente atividade desportiva com risco de trauma, levou ao incremento do
aparecimento de defeitos 0sseos e doencas ortopédicas [1, 2].

Para auxiliar a regeneracao oOssea e, consequentemente, recuperar a estabilidade
estrutural do corpo humano, tém vindo a ser desenvolvidos substitutos osseos. Um
substituto 6sseo pode ser definido como um material sintético ou natural usado para o
tratamento de defeitos dsseos [3-6].

As vantagens dos enxertos 0sseos sintéticos sao a sua abundancia e nao possuirem
risco de transferéncia de patologias e potencial antigenicidade. No entanto, estes
materiais nao possuem atividade osteogénica e osteoindutora [7-9].

Os bioceramicos consistem numa grande classe de ceramicos especialmente
projetados para a reparacao e reconstrucao do osso. Dentro desta classe, os fosfatos de
calcio, por possuirem similaridade quimica com o osso, tém a capacidade de induzir
respostas bioldgicas semelhantes ao 0sso, sendo, portanto, amplamente selecionados para
aplicacoes biomédicas [3-6, 10, 11].

Uma das principais carateristicas a ter em consideracao num material projetado
para regeneracao Ossea € a sua porosidade. Substitutos dsseos com elevados niveis de
porosidade apresentam uma elevada area superficial e, desta forma, mais locais
suscetiveis a estabelecer ligacao quimica com osso, garantindo uma boa fixacao mecanica.
Adicionalmente, uma completa interligacao de poros fornece caminhos para a invasao de
células, biofluidos e vasos sanguineos. A vascularizacdo 6ssea nao so fornece nutrientes
essenciais para a sobrevivéncia do tecido, mas também desempenha um papel crucial na
coordenacao da atividade das células dsseas e na sua migracao para a remodelacao ossea.
Consequentemente, uma estrutura de poros interconectados favorece, geralmente, a
regeneracao de tecidos [12, 13].

Recentemente, tem vindo a ser estudada a obtencao de estruturas porosas
ceramicas através da formacao de espumas recorrendo-se ao uso de um surfactante. Esta
técnica destaca-se pela sua simplicidade, baixo custo e reprodutibilidade [14, 15].

1.2. Objetivo

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de esferas porosas de
hidroxiapatite, para aplicacdao na area de regeneracao oOssea. A forma esférica escolhida
permitira que o material forneca, para além da intraporosidade, uma interporosidade que
promova a osteointegracao a longo prazo. Pretende-se ainda atingir um equilibrio entre a
intraporosidade e a resisténcia ao esmagamento das esferas a desenvolver.
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A intraporosidade sera conseguida explorando uma abordagem que consiste em
produzir, numa etapa inicial, uma espuma que € adicionada posteriormente a uma
suspensao de hidroxiapatite, sendo as esferas produzidas por injecao através de uma
bomba infusora.
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2. Revisao Bibliografica
2.1. Tecido Osseo

O esqueleto consiste no sistema de suporte estrutural interno do ser humano. Por
sua vez, apresenta mecanismos que lhe permitem crescer e sofrer alteracoes estruturais
e dimensionais, de forma a adaptar-se aos varios estimulos externos, incluindo as forcas
mecanicas. A unidade basica do esqueleto é o osso que consiste em tecido conetivo
composto por uma matriz organica, minerais inorganicos, células e agua [16].

O esqueleto humano adulto tem um total de 214 ossos, excluindo os 0ssos
sesamoides. Cada o0sso, encontra-se em constante remodelacao, de forma a permitir que
corpo se adapte a mudancas nas forcas biomecanicas. Desta forma, o processo de
remodelacao permite a renovacao Ossea, que consiste na substituicdo do osso mais
envelhecido por osso recém formado, mecanicamente mais forte, garantindo uma
preservacao da resisténcia ossea [17, 18].

2.1.1. Funcao

Atendendo as suas propriedades e composicao, o esqueleto humano cumpre uma
pandplia de diversas funcoes. Os 0ssos que o constituem fornecem suporte estrutural para
o resto do corpo, permitem o movimento e a locomocao, protegem os 6rgaos e estruturas
internas vitais e fornecem alavancas para os musculos. Adicionalmente, o 0sso exerce uma
funcao metabdlica essencial, fornecendo manutencao da homeostase mineral e equilibrio
acido-base, funcionando também como um reservatorio de fatores de crescimento e
citocinas [16, 17, 19].

2.1.2.  Matriz Ossea

O osso é composto por agua (10 %) e uma matriz organica (20 %) que é reforcada
por depdsitos de sais de calcio (70 %). A matriz organica é constituida aproximadamente
95 % por colagénio, sendo que os restantes 5 % sao compostos de proteoglicanos e
numerosas proteinas nao colagénicas. Os sais cristalinos depositados na matriz organica
do osso sao essencialmente calcio e fosfato na forma apatitica (Figura 1) [18, 20, 21].

A apatite, é considerada a base estrutural para a fase mineral do osso, dentina e
esmalte. Desta forma, a hidroxiapatite (HAp) sintética (Cas(PO4);0H) é amplamente
utilizada em medicina e odontologia devido a sua similaridade com a apatite bioldgica e
as suas propriedades, entre elas a sua biocompatibilidade. Contudo, a estrutura da apatite
bioldgica apresenta multiplas substituicoes ionicas na sua constituicao [22].

No ambiente fisiologico, a dissolucao parcial dos fosfatos de calcio (CaPs) ocorre no
microambiente acido causado pelas atividades celulares, levando ao aumento da
supersaturacao do liquido biologico ou fisiologico. Consequentemente, ocorre a
precipitacao da apatite juntamente com outros ides e moléculas organicas presentes no
meio. Desta forma, a apatite biologica é uma estrutura de fosfato de calcio incorporada
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por varios tipos de ides. Calcio, fosforo e oxigénio sao os trés principais elementos que
compodem a estrutura da apatite [23, 24].

As variacoes composicionais da apatite ocorrem devido a sua capacidade de deter
diferentes i6es nas suas trés sub-redes. Em detalhe, os ides de calcio (Ca?*) podem ser
substituidos por catides bivalentes ou monovalentes como estroncio (Sr?*), bario (Ba%*),
magnésio (Mg?*), sodio (Na*) e potassio (K*), enquanto que o fosforo (P) pode ser
substituido por atomos como carbono (C), arsénio (As), vanadio (V), enxofre (S), por sua
vez, o grupo hidroxila (OH") pode ser substituido por carbonato (C0%™), fluor (F-), cloro
(Cl") ou mesmo estar livre [21, 23-25].

De salientar, que o seu conteldo pode variar entre amostras e fontes, e a co-
presenca de todos esses elementos podem nem sempre ser detetados [23, 24].

A nivel estrutural, o osso é organizado de forma a resistir as forcas mecanicas
aplicadas. A maioria dos cristais de apatite no osso apresentam um tamanho nanométrico.
Quanto a sua forma, € caracterizada por apresentar uma forma em agulha com cerca de
20-50 nm de comprimento, aproximadamente 0-20 nm de largura e 2-4 nm de espessura.
Os cristais de apatite sao dispostos paralelamente as fibras de colagénio, sendo que essa
orientacdo maximiza a resisténcia do colagénio as forcas de tracao e a resisténcia da
apatite as forcas de compressao [16, 26].

COMPOSIGCAO DA MATRIZ OSSEA

mAgua MFasesOrganicas M Fases Minerais

Hidroxiapatite bioldgica (95%) Colagénio (95%)
Proteinas ndo colagénicas

Sédio

Magnésio -
Polissacarideos 5%

Lipidos

Potassio — 5%
Fluor {

Cloreto

Figura 1: Composicao da matriz 6ssea (adaptado de [22]).
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2.1.3.  Estrutura Ossea

Morfologicamente, existem duas formas de osso: cortical (compacto) e trabecular
(esponjoso). O osso cortical forma uma camada externa densa, enquanto que O 0SSO
trabecular forma o nlcleo interno poroso (Figura 2) [17].

L (ke ) "’f' "
\'c)o .‘!...‘

Cortical

Figura 2: Foto macroscépica de uma secao espessa do osso demostrando o osso cortical e trabecular no interior do
0sso (adaptado de [14]).

O esqueleto humano adulto é composto de 80 % de osso cortical e 20 % de osso
trabecular. Diferentes ossos e locais esqueléticos dentro dos ossos tém diferentes
proporcoes de osso cortical e trabecular. Por exemplo, uma vértebra é composta de osso
cortical a trabecular numa proporcao de 25:75 [17, 18].

Por sua vez, ambas as formas do osso, sao classificadas de acordo com a sua
porosidade, estrutura e atividade metabodlica, que sao responsaveis por modelar a sua
funcao e fisiologia. O osso cortical é altamente denso e consiste numa estrutura
hierarquica, cada qual com uma escala de tamanho diferente. Estes variam consoante os
ostedes cilindricos (10-500 pm), lamelas (3-20 pm) e o composito colagénio-mineral (60-
600 nm) [27, 28].

Os ostedes sao responsaveis pela resisténcia do osso cortical. Estes incluem o canal
de Havers central, que é composto de vasos sanguineos interconectados com vasos na
superficie do osso através de canais perfurantes (canais de Volkmann) (Figura 3). Cada
ostedo apresenta 5-20 lamelas concéntricas ao redor do canal central. As lamelas sao
camadas de osso geralmente de 3 a 7 mm de espessura. A principal funcao do osso cortical
é fornecer resisténcia a torcao, flexao e resisténcia ao esmagamento [16, 29, 30].

Em contraste, o osso trabecular é altamente poroso, consistindo numa rede
interconectada de trabéculas que geralmente é preenchida com medula 6ssea. A sua
estrutura hierarquica varia consoante as trabéculas (75-200 pm), lamelas (1-20 pm) e o
composito colagénio-mineral (60-600 nm). As trabéculas porosas fornecem uma area de
superficie elevada que permite a difusao de nutrientes e a exposicao a fatores de
crescimento circundantes. Esse acesso permite que o tecido dsseo trabecular seja
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metabolicamente ativo e possa ser remodelado com mais frequéncia do que o osso
cortical. Em contraste com as lamelas regulares de formato cilindrico no osso cortical, as
lamelas de osso trabecular consistem em formas semicirculares irregulares, o que permite
a deformacao e absorcao de cargas [27-29, 31].

Fibra de
Colagénio

Caniculo

Figura 3: Visdo geral esquematica dos componentes principais do osso (adaptado de [14]).
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2.1.4.  Células Osseas

Relativamente a atividade celular, existem trés classes de células importantes na
biologia 0ssea: osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos [16].

2.1.4.1. Osteoblastos

Os osteoblastos sao as células primarias responsaveis pela formacao odssea
(osteogénese) e mineralizacao. Os osteoblastos sao originados a partir de células
mesenquimais do estroma que apresentam o potencial de proliferar e a capacidade de se
diferenciar em varios tipos de células do tecido conjuntivo, dependendo da natureza do
estimulo no seu microambiente local. Dados os estimulos apropriados para se diferenciar
em osteoblastos, numa fase inicial darao origem a células osteoprogenitoras, células ainda
capazes de proliferar, mas comprometidas com a linhagem dos osteoblastos [16].

Os osteoblastos sao geralmente de forma cuboidal ou colunar, e sao encontrados
revestindo as superficies dsseas em locais de formacao oOssea ativa, como durante o
desenvolvimento 6sseo ou reparacao de fraturas.

Os osteoblastos secretam uma variedade de citocinas e fatores de crescimento.
Adicionalmente, sdo responsaveis pela producao do colagénio e dos proteoglicanos que
compreendem, em grande parte, a componente organica da matriz 6ssea, também
conhecido como ostedide [16].

2.1.4.2. Osteocitos

Em contraste com os osteoblastos, os osteocitos sao células dsseas alojadas no
interior do osso. Estas células compreendem 90 % a 95 % de todas as células osseas. Por
sua vez, resultam da diferenciacao de osteoblastos (Figura 4) que ficaram aprisionados e
cercados por matriz 6ssea [16].

Osteoblastos libertam
vesiculas de matriz

VAL

Libertam vesiculas de
matriz e fibrasde

' Osteoblastos

colagénio

__\' \—‘&
¢ )-C_/———/b
&) o= —
/\.\\' S
~— - P —
S

Mineralizacdo ao redor

Camada de
ostedide

Osso
Mineralizado

©)

Figura 4: Processo de mineralizacao da matriz éssea (adaptado de [14]).
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Os espacos que os ostedcitos ocupam sao conhecidos como lacunas. Esta classe de
células esta envolvida na sinalizacao celular e na manutencao da viabilidade da matriz
ossea. Os osteocitos comunicam entre si e com osteoblastos através de uma rede de
canaliculos. Desta forma, sao unidos por juncoes comunicantes, permitindo que esta vasta
rede de células dentro da matriz 6ssea comunique entre si e com células fora da matriz
ossea, possibilitando ainda a difusao de nutrientes. Acredita-se também que os ostedcitos
sao importantes para eventos celulares, como a formacao e remodelacao 6ssea [16].

2.1.4.3. Osteoclastos

Por sua vez, os osteoclastos sao células multinucleadas contendo geralmente 3-25
nucleos por célula. Os osteoclastos estao relacionados com a linhagem de
mondcitos/macréfagos, sendo ambos os tipos celulares derivados de células progenitoras
hematopoiéticas. Embora as linhagens dos osteoclastos e osteoblastos sejam
independentes umas das outras, a génese dos osteoclastos requer a presenca de
osteoblastos, juntamente com uma variedade de citocinas hematopoéticas [16].

Fatores de crescimento sao necessarios para a proliferacao e diferenciacao de
células progenitoras em osteoclastos. Depois da formacao do osteoclastos, outras citocinas
sao necessarias para a sua ativacao e reabsorcao ossea [16].

Os osteoclastos sao as células primarias de reabsorcao oOssea, sendo estes
encontrados em locais onde ocorre a reabsorcao ou, se a reabsorcao ativa ja ocorreu,
dentro de cavidades ou lacunas. Os osteoclastos também podem ser encontrados nos
canais de criacao de osso cortical [16].

2.1.5. Remodelacdo Ossea

A remodelacao 6ssea ocorre continuamente ao longo da vida. O crescimento dsseo
envolve tanto a reabsorcao continua do tecido 6sseo formado anteriormente, quanto a
formacao simultanea de osso novo [29].

A simultaneidade das atividades dos osteoblastos e dos osteoclastos num osso em
crescimento constitui a osteogénese, ou o processo de remodelacao déssea, responsavel
pela manutencao da forma geral de cada osso aquando o aumento da sua massa. A taxa
de renovacao dssea é muito ativa em criancas pequenas, onde pode ser 200 vezes mais
rapida que a dos adultos. Em adultos, o esqueleto também é renovado continuamente
num processo de remodelacao dssea que envolve atividades coordenadas e localizadas da
cavidade 6ssea para reabsorcao e formacao dssea [29].

No osso cortical, a remodelacao inicia-se com a reabsorcao das partes de antigos
ostedes e a producao de novos. Como mostrado na Figura 5, os osteoclastos removem o
osso envelhecido e formam pequenas cavidades semelhantes a um tinel. Tais tUneis sao
rapidamente invadidos por células osteoprogenitoras. Os osteoblastos desenvolvem-se,
revestem a parede dos tuneis e comecam a secretar ostedide de maneira ciclica, formando
um novo ostedo com lamelas concéntricas (Figura 5). Em adultos saudaveis, 5 % a 10 % do
0sso transforma-se anualmente [29].
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Osso
antigo || Formagdo da
cavidade de
reabsor¢do
Penetracdo de

osteoblastos
no osso antigo

Osteoblasto Cavidade de

reabsor¢ao

Célula endotelial Zona de

reversao

Célulam quimal

Crescimento

da cavidade
Osso novo formado Fechondo
ostedo
Ostedide i Fec_ho da
cavidade
Lacuna com g A :
ostedcitos f

Figura 5: Desenvolvimento de um ostedo aquando a remodelacao 6ssea (adaptado de [14]).

Adicionalmente, atendendo a sua extensa vascularizacao, o osso contém células
estaminais osteoprogenitoras na sua estrutura, apresentando, desta forma, uma excelente
capacidade de reparacao. A regeneracao oOssea apds uma fratura/dano usa células,
moléculas de sinalizacao e processos ja ativados pelo processo de remodelacao ossea.
Lacunas criadas cirurgicamente no o0sso podem ser cicatrizadas com 0sso0 novo. As
principais fases que ocorrem tipicamente durante a reparacao da fratura o6ssea, incluem
a formacao inicial de fibrocartilagem e a sua substituicao por um calo temporario de osso
fibroso, como mostrado na Figura 6 [29].

Osso
. compacto no
local da

\ fratura

Cavidade Osso

de medula

Hematoma
Calo
Regeneragdo
Osso compacto dos vasos
sanguineos
(1) Formagdo de um hematoma (2) Formagdodefibrocartilagem  (3) Formagiodeumcalodeosso  (4) Remodelagdodo osso

temporério

Figura 6: Etapas de reparacao de uma fratura 6ssea (adaptado de [14]).

2.1.6. Propriedades Mecanicas do Osso

As caracteristicas mecanicas do osso dependem da sua forma, tamanho e estrutura.
A diminuicao da atividade fisica pode causar alteracoes patoldgicas na forca mecanica do
tecido dsseo. Alteracoes negativas nesse tecido também podem estar relacionadas com
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lesdes e determinadas condicdes como danos no sistema nervoso, disturbios hormonais ou
troficos.

Por sua vez, as propriedades mecanicas dependem da proporcao de materiais
organicos e inorganicos. A componente organica do osso € responsavel por conferir as
propriedades elasticas dos ossos, estando relacionados com a atividade celular que, por
sua vez, depende do suprimento sanguineo correto do tecido ésseo. Por outro lado, a
componente inorganica é responsavel pela manutencao estrutural e suporte de cargas
mecanicas. As forcas as quais o 0sso é normalmente exposto incluem compressao, tensao,
torcao, flexdao e tensao de corte. As propriedades mecanicas e estruturais do 0sso
encontram-se representadas na Tabela 1 [27, 28, 32].

Tabela 1: Propriedades mecanicas e estruturais do osso cortical e trabecular (adaptado de [32]).

Osso Mddulo de Young Resisténcia a Porosidade Densidade
(Carga) (GPa) compresséa (%) (g/cm3)
(MPa)

Cortical 17 -20 131 - 244 5-10
(Longitudinal)

Cortical 6-13 106 - 133 : 1,99
(Transversal)
Trapecqlar 20 2.5 75 - 90
(Longitudinal)
Trabecular 14,7 . - 0,05 - 1
(Transversal)

2.2.  Substitutos Osseos

0 osso € o Unico componente anatdémico que exibe condicodes fisioldgicas suficientes
para uma estabilizacdo mecanica adequada, apresentando excelentes capacidades
regenerativas. Contudo, o aumento da esperanca média de vida, e o envelhecimento da
populacao, em conjunto com a crescente atividade desportiva com risco de traumas, levou
ao incremento do aparecimento de defeitos dsseos e doencas ortopédicas [26].

Desta forma, os defeitos dsseos sao altamente usuais e podem ocorrer devido a
varios motivos, incluindo disturbios congénitos, traumas, infecoes, tumores ou também
fraturas em que ocorra a perda de massa 6ssea. O 0sso, é consequentemente, o segundo
tecido mais comumente transplantado apos o sangue [10, 11, 26].

Para auxiliar a regeneracao oOssea e, consequentemente, recuperar a estabilidade
estrutural do corpo humano, tém vindo a ser desenvolvidos substitutos ésseos que
cumpram eficazmente esse objetivo. Um substituto 6sseo pode ser definido como um
material sintético ou natural usado para promover a regeneracao 6ssea [33].

2.2.1. Propriedades Biolégicas

De forma a garantir o cumprimento das suas funcionalidades no corpo humano, os
substitutos 6sseos devem apresentar um conjunto de propriedades [33].
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Idealmente, um substituto osseo deveria apresentar trés propriedades bioldgicas
cruciais para o seu bom desempenho: osteoconducao, osteoinducao e osteogénese.

A osteogénese consiste na capacidade de promover a diferenciacao celular e
subsequente formacao de novo osso através de células derivadas do hospedeiro ou
enxertos. Desta forma, um material com capacidade osteogénica contém células vivas que
sdo capazes de se diferenciar em osteoblastos. Essas células pluripotentes podem ser
encontradas, ndao apenas na medula dssea, mas também no peridsteo e nos tecidos moles
peritrabeculares, uma vez que derivam de células estaminais indiferenciadas do tecido
conjuntivo [4, 5, 8].

Por sua vez, a osteoinducao corresponde a capacidade de formacao de novo tecido
0sseo através do recrutamento ativo de células mesenquimais do estroma do tecido
circundante (indiferenciadas), que posteriormente se irao diferenciar em osteoblastos.
Este processo é facilitado pela presenca de proteinas morfogenéticas osseas (BMPs). Além
disso, a porosidade é um parametro importante que promove a osteoinducao, uma vez
qgue os poros permitem que os vasos sanguineos e os fluidos corporais migrem e fluam
através da estrutura do enxerto, conferindo, desta forma, altos niveis de vascularizacao
[5, 9, 26].

Por fim, a osteoconducao refere-se a capacidade de suportar a ligacao de células
osteoblasticas e osteo-progenitoras e de permitir a sua migracao e crescimento, dentro
da arquitetura tridimensional do enxerto, de modo que, com a participacao de vasos
sanguineos que contenham os componentes necessarios, a formacao 6ssea seja possivel.
Portanto, um material osteocondutor promove a aposicao 6ssea na sua superficie. Todos
os biomateriais devem apresentar esta caracteristica [4, 5, 34].

Adicionalmente, a osteointegracao € definida como a capacidade de adesao do
material implantado, dependendo da sua capacidade de formar tecido 6sseo ao redor do
implante, na interface osso-implante, sem a formacao de tecido fibroso [34].

2.2.2. Classificacao

Relativamente a sua categorizacao, os substitutos 6sseos podem ser classificados
em funcao de sua origem. Desta forma, existem varios tipos de substitutos no mercado
(enxertos autogenos, aloenxertos, xenoenxertos e enxertos sintéticos) [9].

Um enxerto autogeno pode ser definido como qualquer tecido que é transferido de
um lugar para outro no mesmo individuo, sem risco de transmissao de doencas ou de
desencadeando de respostas imunes. Outra das suas vantagens refere-se ao seu potencial
de integracao a zona recetora, através dos mecanismos de formacao o6ssea, incluindo a
osteogénese, osteoinducao e osteoconducao [4, 9].

O aloenxerto consiste no processo no qual o osso é removido de um individuo e
colocado num individuo geneticamente diferente, mas da mesma espécie. Sao removidos
todos os componentes celulares do enxerto a fim de minimizar a rejeicao por parte do
paciente alvo e, adicionalmente é cuidadosamente tratado para eliminar a possibilidade
de transmissao de doencas. Embora nao contenham células vivas, este tipo de enxertos
podem possuir propriedades osteocondutoras e osteoindutoras, facilitando a sua
integracao pelo organismo. Para além disso, nao precisam de um segundo local cirurgico.
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Contudo, podem representar um foco de transmissao de doencas e conter potencial
antigénico. A sua capacidade osteogénica inexistente, bem como seus altos custos,
consistem noutras desvantagens associadas aos aloenxertos [7, 9].

Quando o tecido 6sseo € transferido entre dois membros de espécies diferentes &
classificado como um xenoenxerto. Se os tecidos transferidos sao aplicados num local
anatomicamente similar, o enxerto é denominado como ortotopico, por sua vez, se o local
de implantacao for diferente, o enxerto € heterotdpico. Esta classe de enxertos necessita
de tratamento antigénico, deslipidizacao e desproteinizacao, o que reduz drasticamente
as suas capacidades osteoindutoras [8, 9].

Por sua vez, os enxertos Osseos sintéticos sao compostos por materiais
biocompativeis projetados para atender as mesmas funcdes basicas dos enxertos dsseos
naturais, mas tém maior consisténcia e abundancia, sendo que nao apresentam risco de
transferéncia de patologias ou de potencial antigenicidade. No entanto, esses materiais
nao possuem atividade osteogénica [7-9].

2.2.3. Materiais Sintéticos

A necessidade de reparar o tecido 6sseo danificado levou ao desenvolvimento de
varias solucoes de reconstrucao ossea e engenharia de tecidos, nomeadamente de
enxertos 6sseos. Contudo, cada tipo de enxerto é confrontado com desvantagens, como o
risco de contaminacao bioldgica, infecao e absorcao rapida (para xenoenxertos); coleta e
armazenamento dificeis, alto risco de células tumorais e transferéncia de patdgenos (para
aloenxertos); baixa disponibilidade, procedimentos cirlrgicos adicionais, cicatrizes e
cicatrizacao prolongada da area colhida (para autoenxertos). Desta forma surgiu a
necessidade de recorrer a utilizacao de materiais sintéticos. Os beneficios dos enxertos
sintéticos incluem a sua disponibilidade, esterilidade e reducao da morbidade [23, 33, 35-
37].

Os materiais mais utilizados para produzir enxertos ésseos sintéticos sao os
bioceramicos e os metais. Os metais tém caracteristicas técnicas ideais, mas nao tém
capacidade de induzir a regeneracao 6ssea. Por sua vez, os bioceramicos consistem numa
grande classe de ceramicos especialmente projetados para a reparacao e reconstrucao de
partes doentes ou danificadas do osso [3, 11].

2.2.3.1. Bioceramicos

Os bioceramicos podem ser classificados em trés grandes familias com base na sua
resposta tecidual: ceramicos quase inertes, bioativos e reabsorviveis.

Os materiais inertes (alumina, zircdnia) tém aplicacoes especificas de tecidos
duros, contudo nao sao reabsorviveis e nao possuem a capacidade de interagir com o
tecido 0sseo, portanto, nao contribuem para o processo regenerativo do 0sso. Por sua vez,
os ceramicos bioativos, como biovidros, sao capazes de se ligar ao osso e melhorar a
formacao de tecido. Dada a sua semelhanca com o tecido dsseo, estes ceramicos induzem
um mecanismo de interface que leva a uma libertacao de ides calcio e fosfato. Isso resulta
numa conexao entre o ceramico e o o0sso. Os biomateriais reabsorviveis sao capazes de se
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incorporarem no processo natural de remodelacdao oOssea, dissolvendo-se e sendo
substituidos por tecido ésseo ao longo do tempo [1, 2, 38].

Ambos os ceramicos bioativos e reabsorviveis apresentam capacidades
regenerativas do tecido d6sseo. Dentro destas classes existem varios tipos de material
incluidos, tais como, sulfato de calcio, fosfatos de calcio (CaPs), cimentos, vidros bioativos
e combinacoes de CaPs com polimeros. Individualmente, estes bioceramicos sintéticos nao
possuem a capacidade de formacao de tecido 6sseo e demonstram suporte estrutural
minimo imediato. No entanto, quando ligados a ossos saudaveis, demonstram
propriedades osteocondutoras que lhes conferem a capacidade de promover a
regeneracao do osso [39].

Os fosfatos de calcio, por possuirem similaridade quimica com o osso, tém a
capacidade de induzir respostas biologicas semelhantes a do osso, sendo, portanto,
amplamente selecionados para aplicacoes biomédicas [35-37, 40].

Os fosfatos de calcio podem ser classificados consoante o seu racio Ca/P, conforme
representado na Figura 7a). Desta forma, as suas propriedades podem variar conforme
mostrado na Figura 7b). Materiais que contém altos niveis de ides Ca?* apresentam baixa
capacidade de reabsorcao como € o caso da hidroxiapatite (razao Ca/P de 1,67), enquanto
que materiais com baixos niveis de ides Ca?* apresentam propriedades de reabsorcao mais
altas, como o fosfato dicalcico [40].

a) b)
4 -
Fosfatos de Calcio (CaPs) | propriedades
C a +2 CaP Biocompativel Reabsorvivel Ostecondutor Osteoindutor
Fosfato de Tetracalcio AP +++ - +++ -
Hidroxiapatite CAP 4+ + ++4
Fosfato de Octacélcio B-TCP A Ft A i
Fosfato de Tricélcio
DCPD ++ +++ +++

Fosfato de Dicalcio

P04-3 BCP +++ ++ +++ +

Figura 7: Classificacdo e propriedades dos fosfatos de calcio (adaptado de [22]).

Dentro da classe dos CaPs, a hidroxiapatite consiste no material mais utilizado,
sendo a sua grande desvantagem a baixa taxa de absorcao. Por sua vez, o B - Fosfato de
Tricalcio (B - TCP), com a formula quimica de Ca3(POs) 2 e relacao Ca/P de 1,5, é também
vastamente utilizado devido a sua taxa de absorcao mais elevada, comparativamente com
a HAp.

Por sua vez, os fosfatos de calcio bifasico (BCP) correspondem a combinacoes de
dois ou mais CaPs e sao, usualmente, projetados para combinar as vantagens da HAp e do
B-TCP, permitindo a manipulacao da taxa de degradacao do produto, através do ajuste da
concentracao de cada um dos componentes. Uma relacao de 60 % de hidroxiapatite e 40
% de B-TCP é a combinacdo comercial mais comum. Na Tabela 1 encontram-se
representados alguns substitutos dsseos atualmente comercializados que apresentam
estes compostos na sua composicao.
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Tabela 2: Lista de alguns substitutos osseos atualmente disponiveis no mercado.

EMPRESA PRODUTO COMPOSICAO POROSIDADE FORMA
SBM France Otis B-TCP 50% Blocos
P6 (tamanho de
THOMMEN Medical CEROS TPC B-TCP 60% particulas: 0,5-0.7

mm; 0,7-1,4 mm)
Porosidade Aberta: 65-80%

Strauman Cerabone HAp (100-1500 pm), P6/Blocos
Lasak OssaBase-HA HAp 83% interconnected porosity Granul;sng),}z,o
70%
Hannox HAp (60 %) .
. BICERA i K Macroporos: 300-600 pm P&/Blocos
International Corp B-TCP (40 %) Microporos: < 10 ym
P6 (0,1 - 2 mm)
MedBone Adbone HAp (75 %) o Cilindros (8x20 mm)
Biomaterials BCP B-TCP (25 %) 80% (300-500 pim) Blocos (5x10x15;
8x8x20 mm)
Amed OSTEON I HAp (30 %) 70% (250 pm) P6

B-TCP (70 %)

2.2.4, Porosidade

Uma das principais carateristicas a ter em consideracao num material projetado
para uma aplicacao em regeneracao Ossea é a sua porosidade. A porosidade é definida
como a percentagem de vazios numa estrutura solida, sendo esta propriedade morfologica
independente do material [41].

Substitutos dsseos com elevados niveis de porosidade apresentam uma elevada area
superficial e, desta forma, mais locais suscetiveis a ligacao quimica com osso, garantindo
uma boa fixacao mecanica. Além de aumentar a area de superficie para melhor adesao do
substituto 6sseo, a porosidade proporciona a capacidade de transportar fatores de
crescimento (para induzir o crescimento tecidual) e farmacos (para o tratamento de
patologias) [41, 42].

A estrutura e morfologia dos poros, especialmente o seu diametro e
interconectividade, sao critérios cruciais para o desenvolvimento de estruturas adequadas
para engenharia de tecidos com propriedades mecanicas favoraveis. A estrutura
tridimensional porosa facilita a ligacao, migracao e proliferacao celular, o crescimento do
tecido e a difusao de nutrientes e células, contribuindo para a osteointegracao do
substituto 6sseo [12, 42].

Relativamente ao seu tamanho, os poros podem ser classificados em trés
categorias: nanoporos (<0.1 pm), microporos (na faixa de 0,1 pm a 10 pm) e macroporos
(poros > 100 pm).
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Poros de tamanho pequeno, micrométrico ou nanométrico, apresentam um efeito
critico sobre a resposta bioldgica, influenciando a adsorcao de proteinas, a adesao celular
e a difusao de nutrientes [41, 43, 44].

Por sua vez, o papel da macroporosidade é permitir a acessibilidade dos fluidos
fisiologicos e a angiogénese, de forma a apoiar o crescimento interno do tecido dentro do
material [43].

O efeito da macroporosidade s6 é possivel havendo interconectividade dos poros.
Um material poroso pode apresentar poros fechados (isolados) e/ou poros abertos
(interconectivos). A porosidade aberta carateriza-se pela sua elevada interconectividade
que permite a permeabilidade de gases e liquidos através da estrutura tridimensional do
enxerto. [41].

2.2.4.1. Técnica de formacao de espuma

As caracteristicas dos poros (tamanho e interconectividade) variam consoante a
producao e processamento dos substitutos Osseos. Para a producao de estruturas
ceramicas porosas, sao geralmente utilizados métodos tais como: incorporacao de um
suporte de espaco removivel [45], sol-gel [46], gel-casting [47, 48], impressao 3D [49],
modelos de replicacao de esponjas/gel polimérico [50, 51], uso de agentes porogénicos
[52], bem como muitas outras abordagens. Alguns destes processos de fabricacao
envolvem varias etapas de processamento que podem ser trabalhosas, demoradas e
dispendiosas [41, 44, 53].

Recentemente tem vindo a ser estudada a obtencao de estruturas porosas
ceramicas através da formacao de espumas. Esta técnica destaca-se pela sua simplicidade,
baixo custo e reprodutibilidade [14, 15].

Uma espuma consiste numa fracao volumétrica de gas disperso num liquido, onde
o liquido forma uma fase continua. Para gerar a espuma, as superficies das interfaces
liquido/ar (lamelas) precisam de ser estabilizadas por camadas de um agente tensioativo.
Sendo essa a razao pela qual os liquidos puros ndao possuem a capacidade de formar
espumas. A espuma é sempre acompanhada por um aumento da area interfacial e,
portanto, da sua energia livre. Assim, em termos termodinamicos, as espumas sao
basicamente instaveis e sao, portanto, inevitavelmente destruidas. Por sua vez, os
surfactantes tem vindo a ser vastamente utilizados como agentes espumantes [54].

Os surfactantes consistem em agentes tensioativos constituidos por duas estruturas:
grupos de cabecas polares (hidrofilicas, lipofobicas ou oleofébicas) e grupos terminais nao
polares (hidrofébicos, lipofilicos ou oleofilicos) - Figura 8. O grupo hidrofilico torna o
surfactante solUvel em solventes polares, como a agua. O grupo hidrofobico torna o
surfactante sollvel em solventes nao polares e 6leo. Os tamanhos e formas relativos das
partes hidrofdbicas e hidrofilicas da molécula do surfactante determinam muitas das suas
propriedades [54].

Adicionalmente, a porcao hidrofilica de um surfactante pode apresentar uma carga
negativa, positiva ou nula. Estes sdo classificados como surfactantes anidnicos, cationicos
e anfotéricos ou nao idnicos, respetivamente [54].
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Grupo Hidrofilico Grupo Hidrofébico

Figura 8: Estrutura simplificada de um surfactante (adaptado de [57]).

Em meio aquoso, as moléculas de surfactante migram para as interfaces ar/agua e
solido/agua e orientam-se de forma a minimizar, tanto quanto possivel, o contato entre
os seus grupos hidrofobicos e a agua. Esse processo € chamado de "adsorcao” e resulta
numa alteracao das propriedades na interface. Da mesma forma, uma maneira alternativa
para limitar o contato entre os grupos hidrofobicos e a agua é a agregacao das moléculas
de surfactante com os grupos hidrofilicos orientados para a fase aquosa. Esses agregados
de moléculas surfactantes variam em forma, dependendo da concentracao do surfactante.
O processo de agregacao é chamado de "micelizacao” e os agregados sao conhecidos como
“micelas”. As micelas comecam a formar-se a partir de uma determinada concentracao,
frequentemente muito baixa, denominada como concentracao micelar critica (CMC) [54].

Assim sendo, um ponto critico nesta abordagem € a selecao do surfactante, que
deve ser solUvel em agua e deve apresentar biocompatibilidade. De acordo com a selecao
do surfactante, é necessario ter em consideracao a sua concentracao micelar critica. Para
obtencao de espumas, o surfactante deve estar presente numa concentracao acima da
CMC, uma vez que a promocao da estabilidade da espuma € alcancada quando uma
concentracao significativa de micelas esta presente na solucao [55-59].

Relativamente a caraterizacao das espumas, as principais propriedades a ter em
consideracao devem ser a analise da espumabilidade e da estabilidade da espuma. A
espumabilidade refere-se a capacidade de formacdao da espuma de um determinado
agente espumante. Por sua vez, a estabilidade da espuma refere-se ao tempo de vida e a
forma como as propriedades da espuma variam ao longo do tempo ap6s a sua geracao [60,
61].

As espumas aquosas evoluem irreversivelmente ao longo do tempo e a partir do
momento da sua formacao trés processos podem ocorrer: drenagem, coalescéncia das
bolhas e rutura. A progressao destes processos determina o tempo de vida da espuma [62].

A drenagem do liquido, que se encontra presente nas zonas interlamelares, ocorre,
inicialmente, sobretudo pela acao da forca gravitacional. O liquido encontra-se confinado
numa rede de canais, denominados limites do Plateau, que corresponde as colunas de
liquido formadas, assemelhando-se a um triangulo de faces curvas (Figura 9). O canal de
Plateau desempenha um papel importante na drenagem da espuma, pois essa regiao, pela
curvatura da sua superficie, apresenta uma grande diferenca de pressao entre as fases
liquida e gasosa. O liquido € entdo succionado da regiao lamelar em direcao aos canais,
onde ha menor pressao local [63, 64].

Por sua vez, a coalescéncia das bolhas e a expansao do gas ocorre através da rutura
das lamelas e difusao entre as bolhas. A transferéncia de gas por difusao ocorre das bolhas
menores, nas quais a pressao do gas aprisionado € maior, para as bolhas adjacentes
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maiores, resultando numa alteracao na distribuicao dos tamanhos inicialmente verificada.
A espuma pode tornar-se monodispersa ou polidispersa dependendo da mobilidade do
liquido em relacao a rapidez com que o gas expande. A difusao torna-se mais pronunciada
quando as zonas interlamelares atingem menores espessuras e ¢ afetada pela
permeabilidade do gas através das lamelas. Quanto maior a polidispersidade da espuma,
maior o efeito desse processo [63-65].

Liquido
(zonas

/ interlamelares)

Gas/Bolhas Lamelas

i
o N

Figura 9: Esquematizacao da fronteira de Plateau na espuma de um surfactante (adaptado de [64]).

Por sua vez, nalgumas aplicacoes, o agente espumante nao € suficiente para
garantir a estabilidade da espuma, sendo necessario adicionar mais do que um
componente para aumentar o tempo de vida da espuma (macromoléculas como polimeros,
proteinas ou particulas). Recentemente, alguns polimeros tornaram-se frequentemente
usados como aditivos para solucoes de formacao de espuma, principalmente em conjunto
com surfactantes. Similarmente aos surfactantes, alguns polimeros podem adsorver nas
interfaces e assim estabilizar as lamelas e zonas interlamelares da espuma. Além disso, a
adicao de polimeros aumenta a viscosidade de solucdes espumantes permitindo a
estabilizacao da espuma por meio do retardamento do processo de drenagem e da reducao
da permeabilidade dos gases através das lamelas da espuma. Uma grande quantidade de
pesquisas nesta area tem vindo a ser realizadas de forma a estudar as propriedades de
filmes liquidos finos estabilizados por misturas de polimero-surfactante [60, 63, 66].

2.2.4.1.1. Surfactante Pluronic F127

O Pluronic F127 (PF127) € um surfactante ndo idnico composto por polioxietileno
(PEO) - polioxipropileno (PPO), sendo constituido por unidades destes dois tipos de blocos.
O PEO é de natureza hidrofilica e circunda a parte hidrofébica (PPO) (Figura 10). O PF127
consiste num surfactante seguro, sendo aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
para aplicacoes biomédicas. [58, 59].
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Figura 10: Representacao esquematica da constituicao do surfactante Pluronic F127 (adaptado de [59]).

A solubilidade do Pluronic F127 depende de dois parametros: temperatura e
concentracao. Varios copolimeros com bloco hidrofilico de polioxietileno apresentam o
chamado “cloud point” ou “clouding temperature” (“ponto de turvacao” ou “temperatura
de nuvem”). Este fendmeno é descrito como uma diminuicao da sua solubilidade em agua
a medida que a temperatura do sistema aumenta, devido a quebra das ligacoes de
hidrogénio entre o polioxietileno e a agua. Desta forma, o composto comeca a formar uma
segunda fase que confere turbidez ao sistema (gel). A temperatura a partir da qual ocorre
a formacao dessa nova fase & conhecida como “cloud point” e as propriedades do
surfactante podem ser perdidas a partir de entao [58, 67-69].

Por sua vez, a medida que a concentracao destes copolimeros aumenta, acontece
o mesmo fendmeno, sendo que as suas solucoes comecam a tornar-se mais viscosas até
atingir um estado de gel. A geleificacao acontece pelo empacotamento das micelas. A
menor concentracao a partir da qual se observa esse fenomeno € a concentracao critica
de formacao de gel. Essa transicao fluido-gel (solucao-gel) pode ser revertida através da
diminuicao da temperatura ou, para algumas concentracdes, o estado de gel possui uma
temperatura maxima, acima da qual ele volta a ser fluido [55-58].
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2.2.4.1.2. Surfactante Tween80

Os polisorbatos (Tweens) sao uma classe de surfactantes nao ionicos que tém ampla
aplicacao médica devido a sua alta capacidade de solubilizacao, potencial de estabilizacao
e biocompatibilidade [70].

O Tween80 (T80) ou polisorbato 80 (Figura 11), € um surfactante nao ionico
hidrofilico, com uma CMC de 0,012 mM. Os grupos hidrofilicos deste composto sao
poliéteres, também conhecidos como grupos polioxietileno. Na nomenclatura dos
polisorbatos, a designacao numérica apos o polisorbato refere-se ao grupo lipofilico, neste
caso o acido oleico [70].

Este surfactante é aprovado pela FDA, sendo amplamente utilizado como
transportador de farmacos [15, 71].

0
0\/\}9 X5
0 o M?H 0 Tween 80

/\/],OH x,y,z,w =20
HO\L/\O 0] .
w

Figura 11: Representacao do surfactante Tween80 (adaptado de [70]).

Além da sua eficiéncia como agente espumante, o Tween80 tem a vantagem
adicional de garantir boas propriedades as espumas formadas, aumentando o seu tempo
de vida [72].
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3. Procedimento Experimental

3.1. Matérias-Primas

Os materiais utilizados ao longo do procedimento experimental foram o p6 ceramico
de hidroxiapatite (HAp, Cas(OH)(PO4)3, Sigma-Aldrich, Ref. P21223), alginato de sddio
((CeH706Na)n, PanReac AppliChem, Ref. A3249.0250), Pluronic® F-127 (F-127, Sigma-
Aldrich, Ref. P2443), Tween®80 (Sigma-Aldrich, Ref. P1754) e cloreto de calcio
dihidratado (CaCly'2H,0, PanReac AppliChem, Ref. 131232.1211).

3.2. Caracterizacao das Matérias-Primas

3.2.1. Analise Granulométrica

A distribuicao do tamanho das particulas do p6 de HAp utilizado foi analisada
recorrendo-se a um instrumento de dispersao laser (COULTER L5230, UK), com um modelo
otico de Fraunhofer. O ensaio foi realizado no Departamento de Engenharia Quimica da
Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto.

3.3. Estudo da Espumabilidade e da Estabilidade da Espuma

A obtencao das esferas ceramicas porosas foi realizada através duma metodologia
que envolve, numa fase inicial a formacao de espumas através da utilizacao de um agente
espumante, nomeadamente, um surfactante. Por conseguinte, existem duas propriedades
que devem ser tidas em consideracao quando se utiliza esta técnica: a espumabilidade e
a estabilidade da espuma. A estabilidade da espuma foi analisada com base na variacao
do seu volume ao longo do tempo. Por sua vez, a espumabilidade foi definida como o
aumento relativo do volume na solucao de surfactante quando o ar € incorporado durante
o processo de formacao de espuma, sendo calculada a partir da seguinte expressao, onde
Vf consiste no volume imediatamente apos a formacao da espuma e Vi consiste no volume
inicial da solucao de surfactante:

Espumabilidade (%) = %—lw) %X 100 (Equacao 1)

Neste trabalho foram estudados dois surfactantes distintos (Pluronic F127 e
Tween80) com vista a realizar uma analise comparativa das suas propriedades.
Adicionalmente, os estudos das propriedades das espumas foram realizados para duas
metodologias de agitacao diferentes, aplicadas a ambos os surfactantes. Para tal,
recorreu-se a técnica syringe-foaming, cuja metodologia se encontra esquematizada na
Figura 12, e ao uso de um instrumento de agitacao elétrico.
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Seringa com Espuma do
Seringa com Ar Surfactante Agitacdo Surfactante

Manual
| N ==N0 | —_—

20 segundos

Figura 12: Esquema do processo de formacao de espumas através da metodologia syringe-foaming (adaptado de [74]).

O processo de producao das esferas ceramicas envolve duas etapas (representadas
na Figura 13), sendo que em ambas € obtida uma espuma.

Na primeira fase de producao € obtida uma espuma da solucao do surfactante (ES)
através da agitacao durante 20 segundos da solucao de surfactante. Para a formacao desta
espuma em algumas formulacoes foi adicionado um agente estabilizador.

Por sua vez, na segunda etapa é obtida a espuma liquida ceramica através da
agitacao durante 20 segundos da espuma da solucao do surfactante em conjunto com uma
suspensao ceramica (SC). A suspensao ceramica € obtida através da prévia adicao e
homogeneizacao do p6 ceramico (6 g de HAp) num hidrogel (alginato 2 %(m/v)).

Primeiramente, foi estudada a espumabilidade e estabilidade da espuma da solucao
do surfactante, analisando-se o efeito de trés variaveis distintas para além da metodologia
de agitacao, nomeadamente, o tipo de surfactante utilizado, o efeito da concentracao de
surfactante e da adicao de um agente estabilizador de espuma (alginato). Para tal, foram
preparadas solucoes de ambos os surfactantes selecionados (Pluronic F127 e Tween80) em
quatro concentracodes diferentes (1 %, 4 %, 10 % e 15 %(m/v)). De seguida, analisou-se a
estabilidade da espuma liquida ceramica. Desta forma, a analise da estabilidade da
espuma foi realizada para ambas as etapas do processo de producao das esferas, ou seja,
para ambas as espumas.

Etapa 1 Etapa 2

_ Espuma da
Solugdo de Solugdo de
rfactante ate

Espuma da Solugdo de Espuma Liquida Ceramica

Surfactante

Figura 13: Esquematizacdo das duas etapas de formacédo de espumas envolvidas na producao de esferas ceramicas.
*Nota: O Alginato pode ou nao ser introduzido para a producao da espuma da solucao de surfactante.
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A analise da espumabilidade foi efetuada apenas nas espumas da solucao de
surfactante, uma vez que a espumabilidade da espuma liquida ceramica se encontra
fortemente dependente da espuma da solucao de surfactante.

3.4.

Formulacdes das Espumas Liquidas Ceramicas

ApOs a caraterizacao das espumas, foram selecionadas um conjunto de formulacoes
e condicOes para se proceder a producao das esferas ceramicas. As composicoes das
formulacoes testadas encontram-se representadas na Tabela 2.

Tabela 3: Formulagdes utilizadas para produzir as esferas ceramicas. As formulacdes foram denominadas de acordo com
o surfactante utlizado, a sua concentracao em %(m/v) e o seu volume.

*Nota: O A, presente no final das designacoes de algumas das formulagcdes, representa o uso de alginato como agente
estabilizador de espuma

Concentrac&o Alginato (SC) Surfactante Alginato (ES)
Formulages ?ne/\slgl,i d(; Solugado | Formulacao Solucao Formulacdao | Solucdao | Formulacao
> m/v% v/v%; (mL) m/v% v/v%; (mL) m/v% v/v%; (mL)
HAp - controlo 200,0; (6g) 2 100,0; (12) _ _ _ _
PF127-10% (3mL) 100,0; (6g) 2 50,0; (12) 10 50,0; (3) 2 _
PF127-10% (3mL)A 85,7; (6g) 2 42,9; (12) 10 42,9; (3) 2 14,3; (1)
PF127-10% (4mL) 85,7; (6g) 2 42,9; (12) 10 57,1; (4) 2 _
PF127-10% (4mL)A 75,0; (6g) 2 37,5; (12) 10 50,0; (4) 2 12,5; (1)
PF127-15% (3mL) 100,0; (6g) 2 50,0; (12) 15 50,0; (3) 2 _
PF127-15% (3mL)A 85,7; (6g) 2 42,9; (12) 15 42,9; (3) 2 14,3; (1)
PF127-15% (4mL) 85,7; (6g) 2 42,9; (12) 15 57,1; (4) 2 _
PF127-15% (4mL)A 75,0; (6g) 2 37,5; (12) 15 50,0; (4) 2 12,5; (1)
T80 - 10% (3mL) 100,0; (6g) 2 50,0; (12) 10 50,0; (3) 2 _
T80 - 10% (3mL)A 85,7; (6g) 2 42,9; (12) 10 42,9; (3) 2 14,3; (1)
T80 - 10% (4mL) 85,7; (6g) 2 42,9; (12) 10 57,1; (4) 2 _
T80 - 10% (4mL)A 75,0; (6g) 2 37,5; (12) 10 50,0; (4) 2 12,5; (1)
T80 - 15% (3mL) 100,0; (6g) 2 50,0; (12) 15 50,0; (3) 2 _
T80 - 15% (3mL)A 85,7; (6g) 2 42,9; (12) 15 42,9; (3) 2 14,3; (1)
T80 - 15% (4mL) 85,7; (62) 2 42,9; (12) 15 57,1; (4) 2 _
T80 - 15% (4mL)A 75,0; (62) 2 37,5; (12) 15 50,0; (4) 2 12,5; (1)
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De notar que a designacao “Alginato (SC)” se refere a solucao de alginato utilizada
na suspensao ceramica, por sua vez, a designacao “Alginato (ES)” refere-se ao alginato
utilizado como estabilizador de espuma. De forma a analisar o efeito do tempo de agitacao
na microestrutura do ceramico, foram utilizados dois tempos de agitacao (10 e 20
segundos) para cada formulacao do PF127, sendo que, para uma mesma formulacao o
tempo de agitacao para as duas etapas foi sempre o mesmo.

3.5. Producao das Esferas

A producao das esferas foi realizada com recurso a um sistema de injecao
controlada da espuma liquida ceramica. A injecao da espuma é controlada por diferentes
forcas motrizes. Para assegurar o bom desempenho do sistema, a forca motriz deve ser
mensuravel e estavel. A forca motriz mais comum ¢é a pressao.

Desta forma, a producao das esferas foi realizada com recurso a uma bomba de
infusdao e a uma peca com seccao circular através da qual a espuma liquida ceramica,
previamente coletada numa seringa, foi injetada. Através do sistema estabelecido (Figura
14), as forcas aplicadas a seringa foram devidamente ajustadas na bomba infusora, sendo
mantido um caudal especifico constante (10 pL/s). O fluxo constante possibilitou a
producao de esferas de uma forma reprodutivel.

HARVARD

Figura 14: Sistema utilizado para a producao de esferas ceramicas.

As esferas, apos expelidas da peca circular, foram imersas numa solucao de cloreto
de calcio 10 %(m/v), que possibilitou a reticulacao do hidrogel incorporado na formulacao
e, desta forma, a manutencao da forma esférica. Apos cerca de 12 horas em imersao na
solucao de cloreto de calcio, as esferas foram lavadas em etanol de forma a reduzir as
forcas electroestaticas entre si e para remover os excessos de cloreto de calcio a sua
superficie.

Por fim, as esferas foram submetidas a um tratamento térmico (representado na
Figura 15). O tratamento efetuado apresentou dois estagios distintos. O primeiro estagio,
realizado a 700 °C (com uma taxa de aquecimento de 0,5 “C/min) teve duracao de trés
horas e teve como objetivo a eliminacdao da componente organica, nomeadamente, o
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alginato e o surfactante. O segundo estagio correspondeu a etapa de sinterizacao e foi
realizado a 1300 °C (taxa de aquecimento de 4 °C/min) durante 1 hora.
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Figura 15: Tratamento térmico utilizado para a combustao da matéria organica e sinterizacao do material ceramico.

3.6. Caracterizacao das Esferas

3.6.1. Analise de Fases Cristalinas

A cristalinidade e as fases cristalinas presentes nas esferas, previamente secas e
esmagadas, foram identificadas através da técnica de difracao de raios-X (DRX). Para tal,
recorreu-se a um difratébmetro MXP3V (Mac Science Ltd, Yokohama, Japao) com radiacao
CuKa a 45 kV e 40 mA. Os padrdes de DRX foram obtidos dentro de uma faixa de 20 de
0,0260 ° com uma velocidade de varrimento de 96,39 segundos.

3.6.2. Analise Morfologica/Topografica

A morfologia/topografia das esferas de HAp produzidas foi analisada através de
microscopia eletronica de varrimento (MEV). Desta forma, recorreu-se a um microscopio
eletronico de varrimento de alta resolucao, Quanta 400FEG ESEM/EDAX Genesis X4M. As
amostras foram previamente montadas em araldite, num porta amostras. Apds secagem
da araldite, as amostras foram revestidas com uma camada de ouro/paladio (Au/Pd),
utilizando o equipamento SPI Module Sputter Coater. O revestimento foi realizado por
pulverizacao catodica, durante 120 segundos e com uma corrente de 15 mA. Todos os
ensaios foram realizados no Centro de Materiais da Universidade do Porto (CEMUP).
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3.6.3. Determinacao da Densidade

A densidade tedrica do material utilizado (hidroxiapatite), foi medida através da
técnica de picnometria de hélio. Para tal, recorreu-se ao picnometro AccuPyc 1330,
Micromeritics. Neste ensaio, o hélio é utilizado como um indicativo de porosidade,
penetrando nos poros abertos do material. A quantidade de gas impregnado nos poros da
amostra é medida através da variacao de pressao que ocorre quando o volume conhecido
de hélio expande na amostra de massa conhecida, obtendo-se a densidade do material.

3.6.4. Determinacao do Teor de Porosidade

Para determinar a porosidade das esferas ceramicas, recorreu-se a um método
baseado no principio de Arquimedes.

Para tal, utilizou-se o equipamento representado na Figura 16. Inicialmente, foi
medida a massa de uma amostra enquanto estava completamente seca e o seu valor foi
registado (P), de seguida, a amostra foi colocada numa rede submersa em agua e
aguardou-se dois minutos até se registar novamente a massa indicada na balanca (A), de
forma a garantir que a agua penetrava na estrutura porosa das esferas. As medicoes de P
e A foram realizadas em seis amostras para cada condicao de processamento diferente.

Figura 16: Equipamento utilizado para realizar as medicdes para determinacao da densidade de Arquimedes.

Desta forma, a densidade de Arquimedes foi, entdo, obtida recorrendo-se a
equacao 2.

p (Arquimedes) = % X p (agua) (Equacao 2)

De seguida, foi possivel calcular o teor de porosidade aberta e fechada segunda as
equacoes 3 e 4, respetivamente. A grandeza p (material) corresponde a massa volimica
tedrica do material utilizado e p (geométrica) foi calculada a partir da equacao 5.
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p (geométrica)

Porosidade Aberta (%) = (1 ) x 100 (Equacao 3)

p (Arquimedes)

Porosidade Fechada (%) = ( ! — ! ) X 100 (Equacao 4)

p (Arquimedes) p (material)

massa da esfera

p (geométrica) = (Equacao 5)

volume estimado da esfera

3.6.5. Propriedades Mecanicas

A caraterizacao mecanica das esferas foi realizada através da execucao de ensaios
de esmagamento. Os ensaios de esmagamento foram realizados com recurso ao
equipamento Schimazdu EZ-LX Long-Stroke Model. Para tal, utilizou-se uma célula de
carga de 500 N e uma velocidade de 1 mm/min. As esferas foram testadas até ao momento
da sua fratura, sendo realizado o ensaio em trés esferas correspondentes a cada lote
diferente.
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4, Apresentacao e Discussao de Resultados
4.1. Caracterizacdao das Matérias-Primas

4.1.1. Analise Granulométrica

Na Figura 17 encontram-se representados os resultados dos ensaios de
granulometria do p6 de HAp utilizado, sob a forma de uma curva de distribuicao
granulométrica.

E possivel observar uma distribuicio granulométrica com particulas de tamanho
aproximadamente entre 0,1 e 76,4 pm. Adicionalmente, o tamanho de particulas pode ser
classificado de acordo com os seguintes indices: D10 (10 % das particulas apresentam um
diametro superior ao valor de D10), D50 e D90. A partir dos resultados obtidos € possivel
determinar o tamanho médio da particula, correspondente ao valor de 5,4 um (D50). Por
sua vez, o D10 e D90 foram 2,1 e 16,6 pm, respetivamente.
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Didametro das Particulas (um)

Figura 17: Histograma da distribuicdo do tamanho de particula (um) do p6 de HAp utilizado.

4.2. Estudo da Espumabilidade e Estabilidade da espuma

Recentemente, tem vindo a ser estudada a obtencao de estruturas porosas
ceramicas através da formacao de espumas recorrendo-se ao uso de um surfactante. Esta
técnica foi selecionada para o desenvolvimento deste trabalho devido a sua simplicidade,
baixo custo e reprodutibilidade.
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As espumas consistem em dispersoes de bolhas de gas (fase dispersa) num liquido
(fase continua), apresentando uma interface entre as duas fases denominada por lamelas.
As zonas interlamelares correspondem aos locais nos quais se encontra alojado o liquido.

Em liquidos puros (por exemplo, agua) as espumas nao podem ser geradas sem o
uso de agentes espumantes especiais, uma vez que as lamelas e zonas interlamelares sao
instaveis. A adicao de agentes espumantes ao liquido permite a estabilizacao dessas zonas
e, assim, a geracao de espumas. Os surfactantes sdao os principais responsaveis pela
existéncia das espumas liquidas, uma vez que a presenca dessas moléculas adsorvidas nas
interfaces gas-liquido proporciona a estabilidade da espuma, reduzindo a tensao
superficial gas-liquido, modificando a viscoelasticidade dessas interfaces e induzindo
forcas repulsivas entre as bolhas [12, 62, 73].

As espumas representam sistemas intrinsecamente instaveis, fora de equilibrio,
sendo que as suas propriedades se tornam diferentes ao longo do tempo como resultado
de uma mudanca na distribuicao das fases liquida e gasosa, desta forma, torna-se
fundamental o seu estudo [12, 62, 73]. Por sua vez, as propriedades das espumas estao
associadas a composicao da solucao, tipo de material ativo na superficie, presenca de
aditivos e as condicoes de formacao da espuma. As propriedades comummente
caracterizadas sao a espumabilidade e a estabilidade da espuma. A espumabilidade de um
surfactante é determinada pelo aumento do seu volume durante a agitacao mecanica
aquando a introducao da fase gasosa na solucao do surfactante. A estabilidade pode ser
analisada através da variacao do volume ao longo do tempo. Estas medidas podem ser
realizadas sob condicOes estaticas ou dinamicas. Neste trabalho, as medidas foram
efetuadas em condicoes estaticas, visto que nao foi utilizado nenhum processo de
regeneracao [14, 15].

Este estudo foi realizado com o objetivo de determinar o efeito da metodologia de
agitacao, do tipo de surfactante, da sua concentracao e da adicao de um estabilizador de
espuma nas propriedades das espumas da solucao de surfactante e liquida ceramica.

4.2.1. Propriedades das Espumas da Solucao de Surfactante

As espumas da solucao de surfactante foram obtidas através da agitacao durante
20 segundos, de uma quantidade especifica de surfactante, nomeadamente trés mililitros.

Neste trabalho, para a obtencao das espumas foram testadas duas metodologias de
agitacao diferentes, nomeadamente a técnica syringe-foaming e o uso de um instrumento
de agitacao elétrico.

Adicionalmente, foram utilizados dois surfactantes, Pluronic F127 e Tween80, de
forma a possibilitar uma analise comparativa do seu efeito no desempenho durante o
processamento e nas estruturas finais das espumas produzidas. Para cada surfactante,
foram analisadas solucdes em varias concentracoes (1, 4, 10 e 15 %(m/v)) de forma a
avaliar o efeito do aumento da concentracao na espuma produzida.

Por fim, foi analisado o efeito da adicao de um agente estabilizador de espuma
polimérico, nomeadamente, o alginato.
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4.2.1.1. Espumabilidade

A espumabilidade das espumas da solucao do surfactante foi determinada através
do aumento do seu volume durante a agitacdo mecanica aquando a introducao da fase
gasosa na solucao do surfactante.

4.2.1.1.1. Metodologia via Syringe-Foaming

Uma das metodologias de agitacdo consistiu no método syringe-foaming. Esta
técnica consiste numa metodologia de mistura manual das fases presentes num sistema
composto por duas seringas conectadas. Tal metodologia simples, permite o controlo do
volume de ar introduzido com mais rigor, comparativamente a outros métodos de
formacao de espuma. A preparacao da espuma liquida ceramica final através desta técnica
dura menos de 2 minutos, sendo um processo simples e facil de reproduzir. Contudo, esta
metodologia exige um desgaste fisico do operador uma vez que a agitacao é executada
manualmente [14, 74].

Numa primeira etapa, analisou-se a espumabilidade de ambos os surfactantes em
estudo, com e sem o uso do agente estabilizador. Os resultados obtidos encontram-se
representados na Figura 18.

Foi possivel constatar que a capacidade de formacdao da espuma através desta
metodologia € muito similar para os dois surfactantes. Adicionalmente, a espumabilidade
nao se alterou significativamente dentro do intervalo de concentracoes estudado.

De salientar que na metodologia via syringe-foaming a quantidade de ar é definida
pelo operador, pelo que a quantidade de bolhas formada se encontra restrita ao ar
facultado durante o processo de formacao da espuma, independentemente do nUmero de
moléculas de surfactante passiveis a criacao de interfaces liquido/ar (concentracao do
surfactante).

Contudo, apesar da concentracao nao demonstrar um efeito significativo nesta
propriedade das espumas, a adicao de alginato contribui para um aumento da capacidade
de formacao da espuma.
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Figura 18: Resultados do estudo da espumabilidade de ambos os surfactantes utilizados, recorrendo-se a metodologia
de agitacao via syringe-foaming.
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4.2.1.1.2. Metodologia via Instrumento Elétrico

A segunda metodologia de agitacao consistiu no uso de um instrumento de agitacao
elétrico de poténcia ajustavel, composto por um motor que permite movimentos giratorios
a elevadas velocidades. Esta abordagem permitiu, da mesma forma que a técnica syringe-
foaming, a obtencao de espumas. Contudo, nesta metodologia a quantidade de ar
introduzido na espuma é dependente da poténcia imposta pelo equipamento e do tempo
de agitacao, nao sendo mensuravel. Uma vez que a agitacao é realizada a velocidades
substancialmente maiores do que no método syringe-foaming, podemos considerar que a
introducao de ar na emulsao sera também significativamente maior. Os resultados de
espumabilidade obtidos encontram-se representados na Figura 19.

Através da analise dos resultados obtidos, pode observar-se uma variacao da
capacidade de formacao da espuma mediante a concentracao do surfactante utilizada,
sendo essa variacao mais significativa para o Pluronic F127.

De facto, alguns estudos indicam que para alguns surfactantes a espumabilidade
atinge um maximo num valor de concentracao proximo ou acima da concentracao micelar
critica. Acima desse valor maximo, a influéncia da concentracao do surfactante na
espumabilidade € menos pronunciada [15]. Esta hipotese podera ser a justificacao pela
qual os valores da espumabilidade do surfactante Tween80 nao variam consideravelmente
para as solucoes de concentracoes diferentes.

Por sua vez, no caso do Pluronic F127, o aumento da espumabilidade para
concentracoes mais altas deve-se a maior quantidade de moléculas de surfactante
presentes nas solucoes e capazes de induzir a formacao de bolhas. De notar que, através
da metodologia empregue neste caso, nao ha uma limitacdo na quantidade de ar
introduzido na espuma. Desta forma, e contrariamente ao que ocorre na metodologia
syringe-foaming, para concentracées mais altas existe uma maior capacidade de formacao
de espuma devido a nao restricao de ar incorporado. Outro fator que podera influenciar a
espumabilidade do surfactante é o tempo de agitacdao, uma vez que a quantidade de ar
incorporada na solucao é funcao desse parametro. Contudo, este parametro nao foi
estudado na analise das propriedades das espumas, tendo sido utilizado o mesmo intervalo
de tempo de agitacao para todas a espumas obtidas (20 segundos).

Adicionalmente, tal como acontece na metodologia syringe-foaming, a presenca de
alginato tende a aumentar o valor de espumabilidade para uma mesma concentracao.
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Figura 19: Resultados do estudo de espumabilidade de ambos os surfactantes utilizados, recorrendo-se a metodologia
de agitacao via uso de um instrumento de agitacao elétrico.

4.2.1.1.3. Tamanho das Bolhas na formacao da Espuma

Apds a formacao da espuma, constatou-se que a concentracao do surfactante
apresenta um efeito notavel no diametro das bolhas das espumas, sendo que para
concentracdes maiores o tamanho das bolhas tende a diminuir. Isto ocorre devido a maior
quantidade de moléculas de surfactante presentes nas solucdes e capazes de induzir a
formacao de uma maior quantidade de bolhas.

Este efeito é observavel na Figura 20, que corresponde as imagens das espumas
obtidas através do método syringe-foaming e do instrumento de agitacao elétrico,
respetivamente, imediatamente apos a sua formacao. As imagens retiradas correspondem
a espumas geradas a partir de concentracoes de surfactante de 1 e 15 %(m/v),
correspondentes aos limites inferior e superior da gama de concentracdes em estudo.

Para concentracoes mais altas, o aumento do niUmero de bolhas é bastante mais
significativo nas espumas obtidas por syringe-foaming. Na metodologia syringe-foaming,
apesar do maior nUmero de moléculas surfactantes acessivel, a sua atuacao encontra-se
limitada para um determinado volume e espacamento, o que justifica o tamanho das
bolhas muito inferior comparativamente com a técnica de agitacao elétrica.

Por sua vez, na agitacao elétrica nao ha limitacoes de espaco e volume para a
formacao da espuma, sendo que a formacao das bolhas ocorre livremente, possibilitando
um tamanho de bolhas maior.

Esta analise é importante, uma vez que a espuma liquida ira definir a estrutura da
espuma solida de HAp. Assim sendo, o ajuste da concentracao do surfactante podera
proporcionar um método para controlar o diametro dos poros da estrutura ceramica final,
consoante o nivel de porosidade desejado.
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Figura 20: Tamanho de bolhas das espumas imediatamente apos a sua producao. a) e b) espumas obtidas a partir da
metodologia de agitacao via syringe-foaming; c) e d) espumas obtidas a partir da metodologia de agitacao via uso de
um instrumento de agitacéo elétrico.

4.2.1.2, Estabilidade da Espuma

A estabilidade da espuma foi analisada através da variacao do seu volume ao longo
do tempo. Este estudo foi realizado com o objetivo de determinar o efeito da metodologia
de agitacao, do tipo de surfactante, da sua concentracao e da adicao de um estabilizador
de espuma.

Na Figura 21 encontram-se representados os resultados referentes a estabilidade
das espumas do surfactante Pluronic F127 (com e sem a adicao do agente estabilizador)
para as diferentes concentracoes de surfactante, obtidas a partir do método syringe-
foaming.
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Metodologia Syringe-Foaming
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Figura 21: Resultados de estabilidade da espuma obtidos para o surfactante Pluronic F127 e recorrendo-se a metodologia
de agitacao via syringe-foaming.

De seguida, na Figura 22 encontram-se representados os resultados obtidos para os
ensaios de estabilidade das espumas do surfactante Pluronic F127 obtidas através do
instrumento de agitacao elétrico.
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Figura 22: Resultados de estabilidade da espuma obtidos para o surfactante Pluronic F127 recorrendo-se a um
instrumento de agitacado elétrico.

Através dos resultados obtidos verificou-se um decaimento progressivo do volume
da espuma. Para a metodologia syringe-foaming, o decaimento maximo, na ordem dos
66,7 %, foi obtido para a espuma obtida a partir da solucao de concentracao do surfactante
de 4 %(m/v) sem a adicao de alginato. Por sua vez, a espuma que apresentou maior
estabilidade, apresentando uma perda volumica de 51,7 % foi a espuma obtida a partir da
concentracao de 15 %(m/v) com adicao de alginato.

Tal como para o método syringe-foaming, com o uso do instrumento de agitacao
elétrico verificou-se um decaimento progressivo do volume da espuma, contudo, esse
decaimento foi substancialmente menor. O decaimento maximo, na ordem dos 63,8 %, foi
obtido para a espuma produzida a partir da solucao de concentracao do surfactante de 1
%(m/v) sem a adicao de alginato. Por sua vez, a espuma que demonstrou maior
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estabilidade, apresentando uma perda de espuma de 11,8 % foi a espuma obtida a partir
da concentracao de 15 %(m/v) com adicao de alginato.

Apos a analise das espumas do surfactante obtidas a partir do Pluronic F127,
prosseguiu-se entao para o estudo da estabilidade das espumas do surfactante Tween80.

Na Figura 23 encontram-se representados os resultados referentes a estabilidade
das espumas do surfactante Tween80 obtidas a partir do método syringe-foaming.
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Figura 23: Resultados de estabilidade da espuma obtidos para o surfactante Tween80 e recorrendo-se a metodologia de
agitacao via syringe-foaming.

De seguida, na Figura 24, encontram-se representados os resultados obtidos
referentes as espumas do Tween80 produzidas a partir do instrumento de agitacao

elétrico.
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Figura 24: Resultados de estabilidade da espuma obtidos para o surfactante Tween80 e recorrendo-se a metodologia
de agitacao via uso de um instrumento de agitacao elétrico.

Tal como para o Pluronic F127, para o surfactante Tween80, verificou-se uma perda
de volume da espuma ao longo do tempo. Para a metodologia syringe-foaming, o valor de
perda maximo, correspondente a 91,4 %, foi observado para a espuma obtida a partir da
solucao de concentracao de 15 % sem adicao de alginato. Contrariamente, a espuma com
menor perda de volume (63,2 %) foi a produzida a partir da concentracao do surfactante
de 15 % com adicao de alginato.
Por sua vez, para a metodologia via uso de um instrumento de agitacao elétrico, a
espuma do surfactante Tween80 mais estavel corresponde a produzida a partir da solucao
de concentracao 15 % com adicao de alginato, cujo decaimento durante a hora analisada
correspondeu a 29,4 %. Contrariamente, a espuma com menor capacidade de manutencao
das suas propriedades ao longo do tempo corresponde a obtida a partir da concentracao
de 4 % sem adicao de alginato, perdendo 54,8 % do seu volume total.
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Para todas as espumas testadas constatou-se que a adicao de alginato tem um efeito
estabilizador da espuma, sendo esse efeito prevalecente para as espumas produzidas a
partir do instrumento de agitacao elétrico e para as espumas obtidas através das solucoes
do surfactante Pluronic F127.

Ao longo do tempo e a partir do momento da formacao de uma espuma ocorrem
trés processos responsaveis pela sua perda volumica: drenagem, coalescéncia das bolhas
e rutura. A drenagem do liquido corresponde a perda do liquido que se encontra confinado
as zonas interlamelares responsavel pelo suporte estrutural das bolhas. Por sua vez, a
coalescéncia das bolhas ocorre através da rutura das lamelas e difusdao entre as bolhas.
Desta forma, o aumento da viscosidade das zonas interlamelares sera responsavel pelo
retardamento dos processos de destruicao da espuma. A adicao de alginato aumenta a
viscosidade das zonas interlamelares e, consequentemente, a sua capacidade de
deformacao elastica, levando a um retardamento no processo de coalescimento, uma vez
que as bolhas apresentam mais liberdade de forma. Este efeito, apesar de prevalecer para
o surfactante Pluronic F127, também é visivel para o Tween80, especialmente para a
solucao de concentracao maior (15 %(m/v)).

Relativamente ao efeito da concentracao da solucao do surfactante na estabilidade
da espuma os resultados nao foram conclusivos. Contudo, seria espectavel que ocorresse
um aumento da estabilidade da espuma com o aumento da concentracao, uma vez que o
aumento do numero de moléculas de surfactante presentes em solucao levam a um
aumento na viscosidade e a diminuicao do tamanho das bolhas. No entanto, tal efeito s
€ significativo nas espumas produzidas a partir do Pluronic F127 com recurso ao
instrumento de agitacao elétrico.

Através dos estudos da estabilidade da espuma, foi possivel concluir que a
metodologia de agitacao que permite obter espumas mais estaveis ao longo do tempo é o
instrumento de agitacdao elétrico. Para esta metodologia, a melhor formulacao
correspondeu a espuma obtida a partir do Pluronic F127 (15 %(m/v)) com adicao de
alginato, cuja perda de volume foi de 11,8 %. Por sua vez, para a metodologia syringe-
foaming, a espuma obtida que apresentou maior estabilidade foi a produzida com o
Pluronic F127 (10 %(m/v)) com adicao de alginato, apresentando um decaimento do
volume de 36,8 %. De notar, que se verificou uma diferenca de 25 % em termos de perda
volumica entre as melhores formulacoes para cada metodologia.

Para continuacao do trabalho, foram selecionadas as seguintes condicdes que
oferecem melhores propriedades das espumas: espumas de concentracdes de surfactante
de 10 e 15 %(m/v), obtidas a partir do instrumento de agitacao elétrico. Desta forma,
essas foram as condicoes aplicadas para a analise das espumas liquidas ceramicas e
producao das esferas.
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4,2.2. Propriedades da Espuma Liquida Ceramica

A espuma liquida ceramica consiste na mistura da espuma da solucao do surfactante
COm uma suspensao ceramica, previamente preparada e homogeneizada. Para estas
espumas foram apenas realizados os ensaios de estabilidade da espuma, visto que a sua
espumabilidade se encontra estritamente dependente das espumas da solucao de
surfactante base.

4.2.2.1. Estabilidade da Espuma

No ambito do trabalho em estudo, o requisito da estabilidade da espuma da solucao
do surfactante interessa apenas até essa mesma espuma ser misturada com a suspensao
ceramica. Durante o procedimento experimental, houve o cuidado de minimizar ao
maximo os tempos de espera da espuma da solucao do surfactante, visto que para algumas
das formulacoes ocorre um decaimento do seu volume na fase inicial apos a sua formacao.

Apos a mistura da espuma da solucao do surfactante com a suspensao ceramica (po
de HAp misturado com alginato) é obtida uma pasta, dificultando tanto a drenagem do
liquido quanto a difusao do gas entre as lamelas, contribuindo assim para a estabilizacao
da espuma. De facto, similarmente a funcao do alginato como estabilizador da espuma, a
incorporacao de particulas solidas apresenta, também, um efeito estabilizador. As
particulas solidas criam um filme denso ao redor das bolhas e nas zonas interlamelares,
havendo um retardamento dos processos responsaveis pelo envelhecimento da espuma
[75].

Os resultados obtidos para os ensaios da estabilidade da espuma liquida ceramica
encontram-se representados na Figura 25.

Através da analise dos dados, verificou-se que apds 30 minutos da producao da
espuma, o seu volume mantém-se igual ao volume inicial. A producao das esferas a partir
de uma seringa com a espuma liquida ceramica tem duracao de cerca de 10 minutos, pelo
que é assegurada a manutencao da integridade e estabilidade da espuma liquida ceramica
durante o processo produtivo.

Por sua vez, as variacOes relativas aos valores do volume vao de encontro as
variacOes da capacidade de formacao da espuma da solucao do surfactante.
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Figura 25: Resultados da espumabilidade das espumas liquidas ceramicas.

4.3. Producao das Esferas

A producao das esferas foi realizada com recurso a um sistema de injecao
controlada da espuma liquida ceramica. Para assegurar o bom desempenho do sistema, a
forca motriz que modera a injecao da espuma deve ser mensuravel e estavel. A forca
motriz utilizada foi a pressao através do uso de uma bomba infusora. Desta forma, a
producao das esferas foi realizada injetando-se a espuma através de uma peca com seccao
circular, responsavel pela atribuicao de uma forma esférica a espuma.

Na Figura 26 a) e b) encontram-se representadas imagens das esferas produzidas
através da metodologia syringe-foaming e através do instrumento de agitacao elétrico,
respetivamente, obtidas a partir da mesma formulacao.
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Figura 26: Estrutura interna e externa das esferas obtidas através da producao de espumas a) via metodologia syringe-
foaming e b) via uso de um instrumento de agitacéo elétrico.

Através da analise das imagens, é possivel concluir que ambas as metodologias de
agitacao permitem a obtencao de porosidade nas esferas. Contudo, verificou-se que a
metodologia empregue na producao das esferas tem um efeito indubitavel nao s6 no
tamanho das esferas, como também na sua porosidade. O aumento significativo da
porosidade quando se utiliza o instrumento de agitacao elétrico esta relacionado com a
quantidade de ar incorporada no processo de formacao da espuma e com a estabilidade
da mesma. Desta forma, as imagens sao concordantes com os resultados de
espumabilidade obtidos anteriormente, uma vez que o instrumento de agitacao elétrico
permite uma maior incorporacao de ar, obtendo-se, consequentemente, esferas maiores
e com maior nivel de porosidade.

Por sua vez, o aumento do tamanho das esferas esta relacionado com a metodologia
de producao das esferas e com a reologia da espuma liquida ceramica. Aquando a producao
das esferas, o descolamento das mesmas da peca utilizada nao € instantaneo. Durante um
determinado estagio a goticula mantém-se na extremidade da peca crescendo em
tamanho. A duracao desse estagio depende da viscosidade da espuma, sendo que para
viscosidades maiores o estagio é mais longo, traduzindo-se num aumento do tamanho da
gota. De salientar, que a viscosidade da espuma depende da quantidade de ar incorporado
na mesma: quanto maior for o teor de gas presente maior sera a sua viscosidade. De
seguida, ocorre um rompimento do fluxo formando-se uma esfera e recomeca o processo
formando-se o novo nucleo da préxima gota.

Adicionalmente, outro parametro importante é a porosidade superficial das esferas.
A porosidade superficial ira permitir a penetracao de biofluidos e vasos sanguineos. A
vascularizacao 6ssea nao so fornece nutrientes essenciais para a sobrevivéncia do tecido,
mas também desempenha um papel crucial na coordenacao da atividade das células dsseas
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de forma a possibilitar a regeneracao dssea. Através da imagem, é possivel verificar que
a amostra produzida através do instrumento de agitacao elétrico apresenta um maior nivel
de porosidade a superficie.

Assim sendo, o uso do instrumento de agitacao elétrico mostrou-se a metodologia
mais eficaz na obtencao de espumas estaveis e com boa capacidade de formacao da
espuma, permitindo a obtencao de porosidades mais adequadas ao objetivo de trabalho.
Por esse motivo, foi a metodologia adotada nos estudos que se seguem.

4.4, Caracterizacao das Esferas

4.4.1. Analise de Fases Cristalinas

Na Figura 27 encontra-se representado o espectro DRX correspondente a analise
realizada ao po obtido apds a trituracao das esferas sinterizadas. Esta analise foi realizada
com o objetivo de verificar a cristalinidade e determinar as fases cristalinas presentes nas
esferas ceramicas.

Na Tabela 4 encontram-se representados os valores teoricos referentes aos picos
de intensidade maxima das fases cristalograficas puras que podem estar presentes em
materiais ceramicos preparados a partir de fosfatos de calcio. Estes dados sao utilizados
como padrao de forma a serem identificadas, através do espectro obtido, as fases
cristalinas existentes.
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Figura 27: Espectro DRX das esferas ceramicas sinterizadas.
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Tabela 4: Dados tedricos referentes aos valores de 20 para as intensidades maximas de diferentes fases cristalograficas.

Fase Cristalografica Férmula Quimica Valor 20 para a Arquivo ICDD n°
Intensidade Maxima
Hidroxiapatite (HAp) ‘ Cas(PO4)3(0H) 31,773 09-0169
B - Fosfato de Tricadlcio (B-TCP) ‘ Caz(POy), 31,025 09-0169
a - Fosfato de Tricadlcio (a -TCP) ‘ Caz(POy), 30,735 29-0359
Oxido de Cdlcio (CaO) \ Ca0 37,360 48-1467

Através da analise e comparacao do espectro com os dados referentes as fases
cristalograficas puras possivelmente presentes nas esferas, foi possivel constatar que as
esferas sao constituidas por hidroxiapatite de fase pura (superior a 99 %).

4.4.2. Efeito do Surfactante e do Agente Estabilizador de Espuma na

Porosidade das Esferas

Durante a realizacao do tratamento térmico das esferas produzidas, toda a matéria
organica é eliminada, nomeadamente, o alginato e o surfactante, conferindo-se, desta
forma, uma estrutura porosa ao material ceramico sinterizado final.

A topografia/morfologia da estrutura interna das esferas sinterizadas foi observada
recorrendo-se a microscopia eletronica de varrimento. Desta forma, foi recolhido um
conjunto de micrografias das esferas produzidas com as diferentes formulacoes,
permitindo avaliar a sua influéncia na microestrutura e porosidade das esferas produzidas.

As variaveis das formulacoes ceramicas em estudo foram: o tipo de surfactante, a
sua concentracao, o seu volume, a adicao de um estabilizador de espuma e o tempo de
agitacao das espumas. Desta forma, as concentracoes utilizadas para ambos surfactantes,
corresponderam a 10 e 15 %(m/v), uma vez que se mostraram ser as concentracoes mais
vantajosas a nivel da qualidade das espumas. Por sua vez, os tempos de agitacao testados
foram 10 e 20 segundos.

Numa primeira fase serao analisadas as formulacoes referentes ao surfactante
Pluronic F-127, sendo de seguida analisadas as amostras produzidas a partir do surfactante
Tweend80. Por fim, sera realizada uma analise comparativa entre ambos os surfactantes.

Na Figura 28 e 29 encontram-se representadas as micrografias das estruturas
internas das esferas, referentes as amostras produzidas através das solucdes de
concentracoes do surfactante Pluronic F-127 de 10 e 15 %(m/v), respetivamente.
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Figura 28: Micrografias das estruturas internas das esferas, referentes as amostras produzidas através da solucao de
concentracao do surfactante Pluronic F-127 de 10 %(m/v).

Comparando as amostras obtidas a partir das duas concentracoes diferentes, pode
observar-se que para as mesmas condicoes, as amostras produzidas a partir da solucao a
10 % apresentam uma porosidade mais interconetiva e com maior tamanho de poro,
comparativamente com as amostras produzidas a partir da concentracao de 15 % de
surfactante.
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Figura 29: Micrografias MEV da estrutura interna das esferas, referentes as amostras produzidas a partir da solucao de
concentracao do surfactante Pluronic F-127 de 15 %(m/v).
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Para ambas as concentracdes utilizadas, verificou-se, ainda, que as amostras
produzidas com tempos de agitacao da espuma de 20 segundos apresentam maiores niveis
de interconectividade e tamanho de poro. Tempos de agitacao maiores levam a uma maior
incorporacao de ar na estrutura e também a uma maior homogeneizacao da espuma,
maximizando o papel do surfactante enquanto agente ativo. Desta forma, o tempo de
agitacao mais adequado de acordo com os objetivos do trabalho corresponde a 20
segundos, pelo que foi o tempo de agitacao adotado para a producao das esferas ceramicas
porosas obtidas a partir do surfactante Tween80.

Na Figura 30 encontram-se representadas as micrografias das estruturas internas
das esferas, referentes as amostras produzidas através das solucées de concentracoes do
surfactante Tween80 de 10 e 15 %(m/v), respetivamente.

Tween80 10% Tween80 15%
Sem Alginato Com Alginato Sem Alginato Com Alginato

e ]

3mL

T80 - 10% (3mL)_20s T80 - 10% (3mL)A_20s T80 — 15% (3mL)_20s T80 - 15% (3mL)A_20s
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4ImL

T80 - 10% (4mL)_20s T80 — 10% (4mL)A_20s T80 — 15% (4mL)_20s

T80 — 15% (4mL)A_20s

Figura 30: Micrografias MEV da estrutura interna das esferas, referentes as amostras produzidas através da solucao de
concentracao do surfactante Tween80 de 10 %(m/v).

Ambos os surfactantes possibilitaram a producao de esferas com niveis de
porosidade e interconectividade satisfatorios.

Através das imagens é possivel observar que o aumento do volume de surfactante
traduz-se numa diminuicao das zonas densas da esfera (zonas sem qualquer porosidade).
Contudo, o seu efeito no tamanho dos poros nao é conclusivo. Enquanto que para o
Pluronic F127 ocorre um aumento do tamanho dos poros, para o Tween80 o efeito
aparenta ser contrario. De facto, o Pluronic F127 apresenta maior espumabilidade do que
o Tween80 e, por sua vez, a espumabilidade afeta a quantidade de ar incorporada e,
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consequentemente, o tamanho dos poros (quanto maior a quantidade de ar incorporado
nas espumas, maiores serao os poros obtidos). De salientar que, apesar de para o Tween80
o aumento do volume de surfactante conduzir a uma diminuicao do tamanho dos poros,
esse efeito nao afetou negativamente a interconectividade. Para ambos os surfactantes,
verificou-se que o aumento do volume leva, entao, a um aumento da interconectividade
dos poros, sendo esse efeito mais significativo para as amostras sem alginato.

Relativamente a concentracao do surfactante, e com base nas micrografias MEV,
verificou-se que para o surfactante Tween80 os melhores niveis de porosidade, tamanho
de poro e sua interconectividade foram obtidos para a concentracao de 15 %(m/v).
Contrariamente, para o Pluronic F127 os melhores resultados foram obtidos para a
concentracao de 10 %(m/v).

Por sua vez, a adicao do estabilizador de espuma, apresentou o mesmo efeito para
ambos os surfactantes, demonstrando um efeito significativo na porosidade das esferas
ceramicas. Esse efeito consistiu na diminuicao das zonas densas, no aumento do tamanho
de poros e interconectividade. Tal como referido anteriormente, o agente estabilizador
de espuma utilizado foi um hidrogel, nomeadamente o alginato. A selecao deste hidrogel
deveu-se ao procedimento de producao das esferas. Apos a sua producao, as esferas sao
imersas numa solucao de cloreto de calcio responsavel pela reticulacao do alginato
previamente incorporado na suspensao ceramica. Desta forma, o uso de alginato enquanto
estabilizador de espuma foi projetado com o objetivo de que o processo de reticulacao
auxiliasse a estabilizacao da espuma. Desta forma, expectou-se que, para além de o
hidrogel aumentar a viscosidade e resisténcia das barreiras e zonas interlamelares da
espuma, a sua reticulacao intensifica-se esse aumento, contribuindo para um
retardamento do colapso da espuma. Assim sendo, pode concluir-se que esse efeito foi
alcancado, uma vez que as amostras sem alginato, na generalidade, apresentam zonas
densas e porosidades baixas com tamanho de poro pequeno, muito provavelmente porque
no decorrer do tempo de reticulacao das esferas (12 horas), as espumas foram-se
degradando e as bolhas colapsando. Na Figura 31 a) e b), encontram-se representadas
imagens de esferas antes e apos do processo de reticulacdao, sem e com a adicao de
alginato a espuma como agente estabilizador, respetivamente. Através da analise das
imagens, é possivel comprovar o efeito referido anteriormente.
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Figura 31: Imagens de esferas antes e apds do processo de reticulacao a) sem e b) com a adicao de alginato a espuma
como agente estabilizador.

4.4.3. Efeito da Viscosidade da Espuma Liquida Cerdmica na Forma

das Esferas

Um dos requisitos essenciais a ter em consideracao na realizacao deste trabalho,
foi a obtencao de formas esféricas durante o processo de producao. Usualmente, os
substitutos 6sseos usados para o preenchimento de um defeito sao comercializados sob a
forma de cubos, granulos, pds, entre outros. Um dos problemas relacionados com estas
formas geométricas é o empacotamento dos seus compostos quando aplicado no local de
implantacao. Este empacotamento muito elevado ira impedir a circulacao de fluidos e a
vascularizacao éssea, comprometendo o papel do substituto no processo de regeneracao
do tecido dsseo.

De facto, ao projetar-se um substituto constituido por um conjunto de esferas
dispersas entre si, é garantida uma porosidade interesférica. Isto deve-se ao facto de a
forma esférica promover menos pontos de contacto entre as esferas adjacentes, limitando
o grau de empacotamento entre si e permitindo a presenca de uma rede de espacos vazios
interconectados que permitem a difusao de fluidos e células. Desta forma, para além da
intraporosidade (proporcionada no interior da esfera), havera um outro nivel de
interporosidade (proporcionado pelas reduzidas zonas de contacto entre as esferas).

Contudo, de forma a possibilitar a obtencao da forma desejada houve alguns
parametros a ter em consideracao durante o procedimento de producao das esferas,
nomeadamente, o fluxo do caudal estipulado no equipamento de infusao e a altura de
queda das esferas na solucao de cloreto de calcio. Porém, a reologia da espuma liquida
ceramica é um fator preponderante na forma final obtida, sendo que, para viscosidades
maiores havera uma maior deformacao das estruturas produzidas aquando a sua imersao
na solucao de cloreto de calcio por efeito da tensao superficial da solucao.

De notar que, tal como referido anteriormente, a viscosidade das espumas liquidas
ceramicas depende do teor de ar incorporado na espuma, sendo que quanto maior a
quantidade de gas presente, maior a viscosidade. De salientar que, tal como comprovado
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nos ensaios das propriedades das espumas, para concentracdes de surfactante maiores,
ocorre uma maior retencao de gas na espuma. Consequentemente, para concentracoes
maiores de surfactante €, entao, esperada a obtencao de espumas com maiores niveis de
viscosidade. Adicionalmente, a adicao do agente estabilizador de espuma leva também a
um aumento da viscosidade. Assim sendo, as formulacées em que a reologia da espuma
liquida ceramica afetou mais drasticamente a forma das estruturas ceramicas finais,
foram as realizadas a concentracoes de Pluronic F127 de 15%(m/v) com adicao do agente
estabilizador de espuma.

As esferas produzidas a partir dessa formulacao apresentaram uma forma oval
acentuada. De forma a contornar este problema procedeu-se a uma tentativa de diminuir
a tensao superficial da solucao de cloreto de calcio para a reducao do efeito de queda.
Para tal, foi realizada uma adicao progressiva de etanol a solucao de cloreto de calcio
(uma vez que se trata de uma solucao volatil) [62]. O efeito do etanol foi significativo tal
como se pode conferir na Figura 32. As estruturas ceramicas passaram de uma forma oval
para formas mais esféricas.

Figura 32: Estruturas ceramicas obtidas a) sem adicao de etanol e b) com a adicao de etanol a solucdo de cloreto de
calcio.

4.4.4. Propriedades das Esferas
4.4.4.1. Determinacao da Densidade

A densidade da HAp que constitui as esferas apos sinterizacao foi obtida através do
ensaio de picnometria de hélio. Desta forma, o valor de densidade obtido foi de 3,1723 =+
0,0035 g/cm3.

4.4.4.2. Teor de Porosidade e Resisténcia ao Esmagamento

Na Tabela 3 encontram-se representados os resultados obtidos referentes a
porosidade (aberta, fechada e total) e aos ensaios de resisténcia ao esmagamento
realizados.

Um material poroso pode apresentar poros fechados (isolados) e/ou poros abertos
(interconectivos). A porosidade aberta carateriza-se pela sua elevada interconectividade
que permite a acessibilidade de gases e liquidos através da estrutura tridimensional do
enxerto. Desta forma, a interligacdo de poros fornece caminhos para a invasao de
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biofluidos e vasos sanguineos. A vascularizacao 6ssea nao so6 fornece nutrientes essenciais
para a sobrevivéncia do tecido, mas também desempenha um papel crucial na
coordenacao da atividade das células dsseas e a sua migracao para a remodelacao ossea.
Consequentemente, é essencial um substituto 6sseo apresentar porosidade interconetiva.

Contudo, altos niveis de macroporosidade e interconectividade diminuem
significativamente a resisténcia das esferas, uma vez que leva a um aumento das zonas
de concentracao de tensoes, afetando a estabilidade e integridade estrutural da esfera.

Através dos resultados obtidos, é possivel observar que os valores de resisténcia ao
esmagamento obtidos sao concordantes com a porosidade aberta e global das esferas.
Para as esferas com maiores percentagens de porosidade aberta, verificou-se menores
valores de resisténcia ao esmagamento. O valor de resisténcia minimo obtido corresponde
a 8,9 + 0,9 N para uma porosidade total de 95,90 %, sendo 82,23 % aberta. Estes valores
correspondem a formulacao PF127-10% (3mL)A_20s, estando concordantes com a
micrografia da estrutura interna da esfera, analisada anteriormente. Por sua vez, o maior
valor de resisténcia ao esmagamento obtido correspondeu a 43,3 + 3,9 N, para uma
porosidade total de 52,68 % (31,36 % aberta). Esta formulacao correspondeu a formulacao
PF127-15% (3mL)_10s.

De notar, que as amostras obtidas a partir do surfactante PF127 com tempos de
agitacao de 10 segundos, nao apresentam resultados conclusivos. Desta forma, constatou-
se que o tempo de agitacao de 10 segundos é insuficiente para obtencao de uma estrutura
homogénea, parametrizada e reprodutivel.

Para o tempo de agitacao de 20 segundos verificou-se que, na generalidade, os
valores de porosidade aumentam no seguinte sentido, salvo pequenas variacoes:

(3mL)_20s < (4mL)_20s < (3mL)A_20s < (4mL)A_20s
Por sua vez, a resisténcia ao esmagamento variou em sentido inverso.

O objetivo do trabalho consiste na projecao de esferas ceramicas para formulacao
de um substituto o6sseo destinado para ortopedia. Desta forma, o objetivo é a obtencao
de uma formulacao capaz de conjugar um nivel de porosidade que permita a
vascularizacao eficiente da estrutura interna, e uma resisténcia mecanica satisfatoria.
Assim sendo, foi calculado um critério de correlacao entre a porosidade aberta (Pa) e a
resisténcia ao esmagamento (Re). Quanto mais proximo de 1 se apresentar o valor deste
critério, melhor a relacdo entre estas duas propriedades, constituindo uma combinacao
satisfatoria de ambas as propriedades. Este critério foi considerado apenas para as
formulacées de tempo de agitacao de 20 segundos.

Para o surfactante PF127 a formulacao com melhor relacao entre propriedades foi
a PF127-15% (3mL)_20s, com o valor de Pa igual 49,62 + 2,62 % e de Re igual a 26,3 +
5,60N. Por sua vez, para o surfactante T80 a melhor formulacao correspondeu a T80 - 15%
(4mL) _20s, apresentando uma porosidade aberta de 42,26 + 0,33 % e uma resisténcia ao
esmagamento de 32,3 + 2,3 N.
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Tabela 5: Resultados obtidos referentes ao teor de porosidade (aberta, fechada e total) e aos ensaios de resisténcia ao
esmagamento.

; Porosidade Porosidade Porosidade Resisténcia ao
Formulacoes Aberia - Pa Fechada (%) Total (%) Esmagamento - Pa/Re
(%) Re (N)
HAp - controlo - - - 91,9 + 2,9
PF127-10% (3mL)_10s 35,17 + 2,46 19,90 = 3,09 55,08 36,9 + 5,1
PF127-10% (3mL)A_10s 47,47 + 4,78 15,61 + 3,31 63,08 20,6 + 1,1
PF127-10% (4mL)_10s 28,53 £ 1,03 28,32 £ 1,25 56,85 24,2 £2,7
PF127-10% (4mL)A_10s 51,19 + 6,09 18,30 + 1,41 69,49 30,1 + 3,1
PF127-10% (3mL)_20s 58,01 + 2,97 16,54 + 2,09 74,54 19,9 + 0,1 2,90
PF127-10% (3mL)A_20s 82,23 + 1,21 13,66 + 2,15 95,90 8,9+0,9 9,27
PF127-10% (4mL)_20s 74,73 + 3,68 11,09 + 2,09 85,82 10,7+ 1,8 6,9
PF127-10% (4mL)A_20s 74,32 + 8,02 9,50 + 2,11 83,82 12,1+ 6,2 6,16
PF127-15% (3mL)_10s 31,36 + 2,02 21,32 +£1,58 52,68 43,3+3,9
PF127-15% (3mL)A_10s 34,60 + 3,49 17,45 + 5,15 52,04 14,8 + 0,9
PF127-15% (4mL)_10s 49,93 + 1,65 21,45+ 1,53 71,83 37,1+£0,3
PF127-15% (4mL)A_10s 82,12 + 4,08 13,66 + 3,85 95,78 28,6 + 3,1
PF127-15% (3mL)_20s 49,62 + 2,62 18,54 + 2,35 68,16 26,3 £ 5,6 1,88
PF127-15% (3mL)A_20s 66,85 + 4,24 13,05 + 4,46 79,91 14,7 + 0,2 4,55
PF127-15% (4mL)_20s 55,88 + 3,04 17,26 + 1,95 70,14 15,9+ 0,9 3,51
PF127-15% (4mL)A_20s 77,66 + 0,88 11,27 + 1,02 88,93 13,2+ 3,3 5,88
T80 - 10% (3mL) _20s 23,74+ 0,77 | 24,11 £1,96 47,85 30,1 +0,8 0,78
T80 - 10% (3mL)A_20s 29,81 £5,74 | 29,10 + 1,82 58,91 15,4 + 0,2 1,93
T80 - 10% (4mL) _20s 36,60 + 1,48 28,26 + 0,90 64,86 19,3+1,9 1,90
T80 - 10% (4mL)A_20s 43,10 + 3,18 25,45 + 2,61 68,46 14,2 + 0,6 3,02
T80 - 15% (3mL) _20s 39,52 +1,27 | 22,56 + 2,16 62,08 33,7+1,7 1,17
T80 - 15% (3mL)A_20s 49,33 + 2,15 23,76 + 4,27 65,09 16,7 + 0,6 2,94
T80 - 15% (4mL) _20s 42,26 + 0,33 24,61 £ 0,11 66,87 32,3+2,3 1,03
T80 - 15% (4mL)A_20s 53,38 +1,90 19,44 + 3,60 72,82 14,1 + 2,4 3,78
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5. Conclusao

A técnica de formacao de espumas permite a producao de estruturas ceramicas
macroporosas e interconectivas. Contudo, existem varios parametros que afetam as
propriedades das espumas e, consequentemente, a morfologia interna das estruturas. As
variaveis estudadas foram: a metodologia de agitacao empregue, o tempo de agitacao, o
tipo de surfactante utilizado, a sua concentracao, o seu volume e a utilizacao de um
agente estabilizador da espuma.

Neste trabalho foram estudadas duas metodologias de agitacao distintas: syringe-
foaming e o uso de um instrumento de agitacao elétrico. Através dos resultados obtidos
verificou-se que a metodologia via uso de um instrumento de agitacao elétrico se mostrou
mais eficaz. Esta metodologia permitiu uma maior incorporacao de ar aquando a formacao
da espuma e consequentemente, um maior nivel de porosidade das esferas produzidas.
Adicionalmente, para a metodologia via uso de um instrumento de agitacao elétrico
verificou-se que, tempos de agitacao mais elevados possibilitam uma maior incorporacao
de ar na estrutura e uma maior homogeneizacao da espuma, possibilitando uma maior
rentabilidade do surfactante.

Relativamente ao agente tensioativo, foram utilizados dois surfactantes distintos
(Pluronic F127 e Tween80). Para ambos os surfactantes, verificou-se que a concentracao
apresenta um papel determinante no tamanho das bolhas presentes nas espumas. Quanto
maior a concentracao, menor sera o tamanho das bolhas. Consequentemente, seria de
esperar que para concentracées maiores o tamanho dos poros fosse menor, visto que as
bolhas constituem a base que ira dar origem aos poros na estrutura ceramica final.
Contudo, uma vez que as concentracoes de surfactante utilizadas para a producao das
esferas foram muito proximas, o seu efeito nao apresentou diferencas significativas. Por
sua vez, o aumento do volume de surfactante utilizado conduziu a uma diminuicao das
zonas densas (zonas sem porosidade) ao longo da estrutura interna das esferas.

O agente estabilizador de espuma utilizado (alginato) demonstrou, para ambos os
surfactantes, aumentar a espumabilidade e estabilidade da espuma, sendo esse efeito
dominante no caso do Pluronic F127. Consequentemente, as esferas produzidas com
recurso ao uso de alginato como agente estabilizador, demonstraram um aumento da taxa
de poros, e também, um aumento do seu tamanho e interconectividade.

De notar que o processo de producao de esferas utilizado e a viscosidade da espuma
liquida ceramica afetam a forma final das esferas obtidas. Desta forma, € necessario ter
em consideracao um conjunto de parametros que devem ser controlados, nomeadamente,
a velocidade do fluxo do caudal imposta através da bomba infusora e a altura a que as
esferas caem na solucao de cloreto de calcio. Adicionalmente, a elevada tensao superficial
da solucao também é um fator contributivo para a deformacao das esferas. Contudo, este
efeito pode ser anulado através do uso de etanol.
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Apesar de o Pluronic F127 apresentar um melhor desempenho a nivel de qualidade
das espumas, comparativamente com o Tween80, contudo, as esferas que possuem uma
melhor relacdao entre propriedades fisicas e mecanicas foram as obtidas a partir do
Tween80.
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6. Trabalhos Futuros

Apesar do objetivo do presente trabalho ter sido alcancado com sucesso, ainda ha
um conjunto de ideias e ensaios a serem testados.

Numa primeira etapa seria interessante testar o encapsulamento de agentes
terapéuticos no interior das esferas produzidas. Bioceramicos com propriedades
osteocondutoras e regenerativas tém vindo a ganhar grande atencao no desenvolvimento
de sistemas de liberacdao controlada de farmacos, uma vez que podem combinar a
capacidade de regeneracao do tecido 6sseo com a capacidade de desempenhar um papel
terapéutico local, evitando a ocorréncia de toxicidade sistémica ou desenvolvimento de
resisténcia a farmacos, contrariamente ao que ocorre com administracoes sistémicas.
Desta forma, uma vez que as esferas produzidas apresentam um nivel de porosidade, tanto
interna como a superficie, satisfatorio, possivelmente as suas estruturas apresentam a
capacidade de transportar fatores de crescimento (para induzir o crescimento tecidual)
ou farmacos (para o tratamento de patologias e infecdes). Os farmacos mais indicados
para incorporacao nas esferas seriam agentes antibacterianos (de forma a reduzir as
infecoes e a carga bacteriana no local da implantacao), visto que, um dos problemas mais
recorrentes associado a implantacao de um substituto 6sseo é a ocorréncia de infecoes.

Adicionalmente, de forma a otimizar o carregamento dos farmacos, a producao das
esferas podera ainda ser otimizada para a obtencao de esferas ocas. Idealmente, o nucleo
da esfera apresentara a capacidade de encapsular farmacos e fornecer a sua protecao
contra compostos biolégicos que podem interferir na disponibilidade do medicamento.
Para além disso, o nucleo oco podera oferecer melhor eficiéncia de carregamento e uma
libertacao mais prolongada e controlada do medicamento.
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