Resumo

O presente trabalho visa investigar a aplicabilidade do fosfato de celulose como biomaterial para
aplicacdes ortopédicas. O fosfato de celulose (FC) é usado ha décadas no tratamento de doencas
relacionadas com o metabolismo do calcio, tais como pedras renais, devido a sua elevada
capacidade de ligacdo ao Ca, associada a sua ndo toxicidade e ndo assimilacdo pelo organismo. O
FC também tem sido largamente utilizado em cromatografia por afinidade, devido a sua capacidade
para ligar especificamente substancias biologicamente activas, tais como enzimas e péptidos. Um
biomaterial adequado para aplicacGes ortopédicas deveria consistir numa estrutura biomimética
capaz de promover a regeneracdo do tecido 6sseo sem induzir reac¢cdes adversas, assegurando
ainda as suas funcdes fisiologicas. Devido a sua capacidade de fixacdo do Ca e eventualmente
factores de crescimento, o FC foi concebido como um biomaterial alternativo promissor, susceptivel,

apoés implantacao, de promover uma regeneracdo adequada dos tecidos.

No presente trabalho, o FC foi sintetizado de acordo com uma optimizacdo do método
H3PO,4/P,0s/EtsPO/hexanol. Os parametros de reaccdo investigados foram o tratamento de pré-
inchamento, a sequéncia de adicdo dos reagentes, a temperatura e o tempo de reaccdo, e as
guantidades relativas de reagentes. A sintese foi optimizada utilizando celulose microcristalina. O
trifosfato de celulose é aqui descrito pela primeira vez, o que cria a possibilidade de uma utilizacao
mais eficaz destes materiais em diversas aplicacdes nas quais a funcionalidade esta directamente
relacionada com o teor em fosfato. Foi demonstrado que a técnica presente promove uma ligacdo
covalente entre os grupos fosfato e a cadeia celuldsica, e que apenas monosteres sao obtidos. Este
método pareceu proporcionar uma substituicdo regioselectiva no carbono C-6, quando os teores em
fosfato sdo reduzidos. O FC obtido por esta via é essencialmente amorfo, incha consideravelmente
em agua e parece resistente a esterilizacdo gamma. Esta sintese foi aplicada, de uma forma eficaz,
como modificacdo superficial de hidrogéis de celulose regenerada (HCR), tendo resultado em
produtos com elevados teores em fosfato, caracterizados por uma aumento da rugosidade e da
hidrofilicidade.

0 estudo da mineralizacao do FC em condicdes fisiologicas simuladas, i.e., a capacidade para induzir
a formacdo de uma camada de apatite, demonstrou que apenas o sal de Ca do FC promove a
formacédo de apatite, e que a interface entre o polimero e a camada mineral € continua. O sal de Ca
de superficies fosfatadas durante 8 horas promoveu taxas de mineralizacdo mais elevadas em
comparacao com sais de Ca de superficies tratadas durante periodos mais curtos ou mais longos. A
pré-incubacdo de HCR ndo modificados em Ca resultou igualmente na formacao homogénea de uma
camada de apatite, apesar de, neste caso, a interface entre o polimero e a camada mineral ndo ser
continua. Estudos de biocompatibilidade in vitro com células 6sseas demonstraram que o FC néo é
citotdxico, independentemente do teor em fosfato. No entanto, o FC promoveu uma fraca adesao,
proliferacdo e diferenciagcdo celulares, o que foi atribuido a carga negativa, associada a elevada
hidrofilicidade do derivado celulésico. Pelo contrario, os HCR ndo modificados promoveram elevadas

taxas de adesdo, proliferacéo e diferenciacéo celulares. Foi observada uma camada de apatite entre



a superficie da celulose e a camada celular, o que foi atribuido a sintese de matriz extracelular pelas
Células osteoblasticas. Por fim, estudos de implantacdo animal em coelhos revelaram a
biocompatibilidade tanto da celulose nao modificada como também da fosfatada, bem como as suas
propriedades osteocondutoras. Nao foi observada um osseointegracdo completa, apesar de terem

sido observados indicios de actividade de remodelacédo, quando foi utilizada celulose fosfatada.

Abstract

The present research is aimed at investigating the applicability of cellulose phosphate as a biomaterial
for orthopedic applications. Cellulose phosphate (CP) has been used for decades in the treatment of
Ca metabolism-related diseases, such as renal stones, due to its high Ca binding capacity, associated
with lack of toxicity and indigestibility. It has also been widely used in affinity chromatography, owing to
its ability to specifically bind biologically active species, such as enzymes and peptides. Adequate
biomaterials for orthopedic applications should consist in biomimetic structures capable of promoting
the regeneration of bone tissue without inducing adverse reactions and assuring its physiological
functions. Due to their capability of binding Ca and eventually growth factors, CP can be envisaged as
a promising alternative biomaterial, capable of promoting an adequate healing response once

implanted.

In the present work, CP was synthesized according to an optimization of the
H3PO,/P,0s/EtsPO4/hexanol method. Reaction parameters investigated were the swelling pre-
treatment, the sequence of addition of reagents, temperature and time of reaction, and the relative
guantities of reagents. The synthesis was optimized using microcrystalline cellulose. For the first time,
cellulose triphosphate is reported, which opens the possibility of using these materiais more efficiently
in many applications where the functionality is directly related to the phosphate content. It was
demonstrated that the present technique promotes covalent binding of phosphate groups to the
cellulose backbone, and only monoesters are obtained. The reaction seemed to allow regioselective
substitution in the C-6 carbon for low phosphate contents. CP thus obtained was essentially
amorphous, presented high water swelling, and seemed resistant to gamma sterilization. This
synthesis route was effectively applied to the surface modification of regenerated cellulose hydrogels
(RCH), resulting in highly phosphorylated products, with increased surface roughness and

hydrophilicity.

The assessment of the mineralization of CP in simulated physiological conditions, i.e., the ability to
induce the formation of an apatite layer, showed that only the Ca salt of CP promoted formation of
apatite, and the interface between the polymer and the mineral layer was continuous. The Ca salt of
surfaces phosphorylated for 8 hours promoted higher mineralization extents than the Ca salt of
surfaces treated for shorter or longer periods. The pre-incubation of unmodified RCH in Ca also
resulted in the homogeneous formation of an apatite layer, although in this case the interface between

the polymer and the mineral layer was not continuous. In vitro biocompatibility studies in cultured bone



cells showed that CP is not cytotoxic, independently of the phosphate content. However, CP promoted
poor rates of cell attachment, proliferation and differentiation, which were attributed to the negative
charge, associated with the high hydrophilicity of the cellulose derivative. On the contrary, unmodified
RCH promoted high rates of cell attachment, proliferation and differentiation. In this case, an apatite
layer was observed between the cellulose surface and the cell layer, which was attributed to the
synthesis of extracellular matrix by the osteoblastic cells. Finally, animal implantation studies in rabbits
revealed the biocompatibility of both unmodified and phosphorylated cellulose, as well as their
osteoconductive properties. A full osseointegration could not be observed, although some remodeling

activity of the bone tissue was observed when CP was used.



