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1. Objectivos

O objectivo deste estagio consistiu, numa primeira fase, no desenvolvimento de uma matriz
cerdmica macro e micro porosa com porosidade interconectada.

Posteriormente, esta matriz seria impregnada com uma proteina natural — colagénio.

A estratégia utilizada no desenvolvimento deste compdsito resume-se a utilizagao de materiais que
sdo proprios da constitui¢do do osso e mais do que isso, a0 desenvolvimento de um compdsito cuja
estrutura € o mais proxima possivel a do 0sso.

Este compdsito pode entdo ser aplicado nas areas de substituig@o, reparagdo e regeneragdo Ossea.
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2. Hidroxiapatite

A hidroxiapatite é um dos principais constituintes minerais do osso e do dente e a sua formula
quimica €:

Cay0(PO4) 6 (OH):
E um fosfato de calcio no qual a razdo Ca/P é de 1,67. Este composto pertence ao grupo de minerais
da apatite, cuja composi¢do € caracterizada por Mo (ZO4) 6 X2
A hidroxiapatite é caracterizada por um sistema cristalino hexagonal. O esquema da estrutura

cristalina da hidroxiapatite pode ser visto na figura 2.1. [1]

Figura 2.1 Estrutura cristalina da hidroxiapatite.

Uma das propriedades mais importantes da hidroxiapatite é a sua excelente biocompatibilidade.
Esta propriedade permite que a rejeigdo do corpo ao implante de hidroxiapatite seja muito limitada,
além de que, ndo liberta produtos nocivos para o organismo.

Os materiais bioactivos podem estimular o crescimento Osseo € s30, por vezes, COmpostos por
materiais naturais. Assim, implantes porosos de hidroxiapatite, compésitos de colagénio e
hidroxiapatite imersa em colagénio, sio materiais que demonstram excelente capacidade
regenerativa Ossea. [2]

Existe pois, a necessidade de desenvolver biomateriais bioactivos, que estimulem o crescimento
6sseo, permitam a livre circulagdo de nutrientes e células Osseas e com propriedades mecanicas
semelhantes as do osso. Para isto, ¢ necessario que o material a desenvolver seja macro e micro

poroso além de osteocondutor. [1]
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2.1 Producio da matriz de hidroxiapatite

Introducio

O material que se pretende obter tem de obedecer a varios requisitos, entre os quais se destacam:

a) Bioactividade — para que haja a interacgdo entre o tecido vivo e o material de implante e que
estimule o crescimento 0sseo;
b) Composigio semelhante & do osso — de maneira a permitir uma boa integragdo no ambiente
~0sseo; |
¢) Porosidade — O material de implante deve ser suficientemente macroporoso para facilitar a
livre circulaciio das células ésseas, nutrientes e para permitir o crescimento do 0sso até a0
interior. Deve também apresentar uma certa microporosidade para facilitar a adeséo celular;
d) Interconectividade — O material deve ter poros interconectados possibilitando a livre
-circulagdo de células entre os poros.
¢) Propriedades mecinicas — consoante o local de implante; Ndo se visa aqui obter um material

aplicavel a pontos de carga elevada no esqueleto mas sim um material que possa repovoar a

zona do defeito afectada pela auséncia de osso mineral;
f) Reprodutibilidade — O material a desenvolver deve ser facilmente reprodutivel.
Tendo em consideragfio estes requisitos, foi desenvolvida uma matriz porosa de hidroxiapatite.
Esta matriz cumpre todos os requisitos supracitados. De seguida proceder-se-a a descrigdo da sua

produgio.

Produgio da matriz

Os materiais utilizados para a producdo da matriz de hidroxiapatite foram os seguintes:

Esponja de poliuretané

Granulos de hidroxiapatite com dimensdes inferiores 2

Granulos de hidroxiapatite reforgada com vidro

[ O I R |

Tensoactivo
O Agua © B\bw \
As ésponjas utilizadas tinham dois formatos que podemos ver nas figuras 2.1.1 e 2.1.2.

As esponjas foram produzidas num goblé no qual foram colocados: tensoactivo, agua e

hidroxiapatite segundo um racio definido. Os materiais foram misturados com a ajuda de um

agitador ¢ a uma temperatura sempre inferior a 50°C. Posteriormente, as esponjas foram

impregnadas com a solucdo previamente descrita e sinterizadas.
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Figura 2.1.1 Esponja em forma de bloco Figura 2.1.2 Esponja em forma de placa

As amostras em forma de placas foram cortadas em cubos com as dimensdes aproximadas de

3x5x3mm. O ciclo de sinterizagio que as amostras sofreram foi o seguinte (figura 2.1.3):

T (°C) A
lh = ,DC/WU
1300 — 1
)‘1: 4 el A
Aln U,
(73 ey a2

U1

t (h)
Figura 2.1.3 Ciclo de sinterizag¢io aplicado.
Resultados

O aspecto das esponjas ap0s a sinterizagdo pode ser observado nas figuras 2.1.4 e 2.1.5.

Figura 2.1.4 Figura 2.1.5

Os melhores resultados foram obtidos com a utilizagdo de hidroxiapatite e ndo com hidroxiapatite
reforcada com vidro. As matrizes reforcadas com vidro eram pouco manipulaveis e de fraca
consisténcia. As matrizes obtidas com hidroxiapatite obedeciam a um racio especifico (Agua: HA:
Tensoactivo) e dentro dos racios experimentados (2:2:0,1 - 3:3:0,1 - 6:6:0,2 - 6:4:0,2) aquele que
deu melhores resultados é 6:4:0,2. As matrizes ceramicas com este racio foram escolhidas para a

producio do compésito de hidroxiapatite/colagénio.
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2.2 Caracterizac¢iio da matriz de hidroxiapatite

2.2.1 Porosimetria

Foram realizados ensaios de porosimetria de intrusdo de mercuario as seguintes matrizes: 3:3:0,1;
6:4:0,2 e 6:6:0,2. Esta técnica de porosimetria tem sido extensivamente utilizada para caracterizar
varios aspectos dos materiais porosos, € baseia-se no facto de o mercirio se comportar como um
fluido ndo-molhante em relagdo a maior parte das substancias. Assim, ndo penetra espontaneamente
em pequenos furos ou fissuras destes materiais a menos que se aplique uma pressdo [3] . Os

resultados relativos as porosidades obtidas de cada matriz podem ser observados na tabela 2.2.1.

3:3:0,1 6:4:0,2 6:6:0,2
Porosidade total (%) 93,6% 80,7% 97%
Macroporosidade (%) 93,3% 79,1% 96,8% *
Microporosidade (%) 0,3% 1,6% 0,2%

Tabela 2.2.1 Resultados de porosidade obtidos para as matrizes cerimicas 3:3:0,1;6:4:0,2 e 6:6:0,2.

Por exemplo, no caso da matriz 6:4:0,2 temos que a porosidade total é de 80,7% dos quais 79,1%
sdo macroporos e cerca de 1,6% sdo microporos, cujo didmetro se situa entre 0,7 e 1 pum como se
pode ver na fig. 2.2.1. Os graficos correspondentes as restantes matrizes podem ser consultados no

Anexo .

100% - ]

80% -
70% -

50% -

% cumulativa

30%

10% -

100 10 1 0,1

¢ dos poros (1m)

Figura 2.2.1 Grifico de % cumulativa da matriz cerimica 6:4:0,2.

No entanto, os resultados obtidos por esta técnica, apds analise, demonstraram ndo serem viaveis,
visto que, a técnica requer um peso minimo das amostras que ndo foi atingido, e em alguns casos
nem sequer se conseguiu determinar a densidade aparente das amostras. Assim sendo, estes dados
devem ser observados com prudéncia devendo, no futuro, ser efectuados ensaios mais precisos

sobre 0 mesmo tipo de amostras, mas com massas mais representativas.
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2.2.2 Analise SEM

Podemos observar de seguida as fotomicrografias SEM da matriz ceramica obtida cujo racio €

2:2:0,1 a diferentes ampliagdes: 35X (fig. 2.2.2.1a) e 200X (fig.2.2.2.1b).

Figura 2.2.2.1a Interior da matriz cerimica. Figura 2.2.2.1 b Interior da matriz cerimica.
(50X) (200X)

Verifica-se que a matriz obtida tem micro e macroporosidade além de poros interconectados.
Podemos ver de seguida fotomicrografias da matriz 6:4:0,2 nas figs. 2.2.2.2a e 2.2.2.2b e ver que
também esta matriz apresenta macro e microporosidade cujo didmetro dos microporos se situa entre

0,7 e 1 um como ja foi referido na secgéo 2.2.1.

Fig. 2.2.2.2a Interior da matriz ceramica. (50X) Fig. 2.2.2.2.b Interior da matriz cerimica.

(200X)
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Fig. 2.2.2.3a Interior da matriz ceramica. (50X) Fig. 2.2.2.3b Interior da matriz cerimica.

(200X)

Como podemos observar nas figuras 2.2.2.3a e 2.2.2.3b a matriz (6:6:0,2) apresenta micro e
macroporosidade tal como as matrizes anteriormente citadas.

Podemos ver em pormenor as matrizes apresentadas no Anexo IL

2.2.3 Anailise FTIR

Foi efectuada uma analise FTIR da hidroxiapatite (fig. 2.2.3.1). O grafico expde a % Transmitancia
em fungdo da localizagdo das bandas (cm™) e apresenta as bandas dos fosfatos que se situam entre
1041cm™ e 473 cm”. Véem-se também as bandas referentes aos carbonatos que se situam entre
1400-1580cm™, 1350-1550 cm™ e 850-890 cm™” o que mostra que a hidroxiapatite utilizada é
carbonatada. A defini¢do dos picos indicia tratar-se de material quase cristalizado. Nao foi feita a

analise XRD deste material jo que trabalhos anteriores tinham obtido esses resultados. [4]
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Figura 2.2.3.1 Espectro do pé de hidroxiapatite utilizado para a producio das matrizes porosas.
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3.Colagénio

3.1 Estrutura e propriedades

O colagénio faz parte de uma familia de proteinas com caracteristicas estruturais unicas.

E a proteina mais abundante no corpo humano e a sua fungdo principal consiste em servir de
suporte biomecanico ao 0sso, pele, tenddo e ligamentos.

Cerca de 50% da pele e mais de 90% do tenddo e do osso sio constituidos por colagénio.

A importancia do colagénio na matriz 6ssea deriva de ndo sé conter em si ou ser portador de
moléculas vitais a sobrevivéncia e crescimento do osso, mas igualmente pelo facto de a sua
presenca conferir ao tecido 6sseo a sua elevada capacidade de absor¢do de impacto e a sua
elasticidade.

O colagénio é uma proteina que compreende trés polipéptidos, tendo cada um, uma sequéncia de
aminoacidos (-Gly-X-Y-) ,, no qual Y é um aminoacido designado por glicinia (fig.3.1.1a), X é um

aminoacido designado por prolina (fig.3.1.1b) e Y é outro aminoacido e ¢ designado hidroxiprolina.

Figura 3.1.1 a)Glicinia, b) Prolina. ( verde=carbono, branco= Hidrogénio, azul = azoto, vermelho = oxigénio). [5]

Resumindo, o colagénio pode ser definido como uma proteina que tem uma estrutura helicoidal
tripla na maioria da sua extensdo (fig. 3.1.2).
No entanto, a a prolina e a hidroxiprolina sdo aminoacidos necessarios para a formagdo e

estabiliza¢do da molécula.

Sandra Teixeira 8



Figura 3.1.2 Estrutura helicoidal tripla do colagénio [5]

Até a data, 19 proteinas ja foram classificadas como sendo colagénio. Dentro dos varios tipos dé

colagénio, o tipo I € o mais abundante e é o maior constituinte do osso, pele, ligamento e tendao.

A molécula de colagénio do tipo I (também referida como tropocolagénio), quando isolada dos
varios tecidos, tem um peso molecular de 283 000 daltons, o seu comprimento € de 280 nm e tem

um diametro de 1,5 nm.

A molécula de colagénio do tipo I é compreendida por trés cadeias polipétidicas helicoidais que

estdo interligadas formando uma hélice a volta de um eixo central molecular (fig.3.1. 2).
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Cadeia o

Figura 3.1.3 Representa¢io da formagdio das fibras de colagénio. 1) As cadeias o unem-se formando o
procolagénio.2) A cadeia torna-se helicoidal tripla - tropocolagénio . 3) As moléculas de colagénio unem-se e
alinham-se de modo a formar as fibrilas de colagénio. 4) As fibrilas unem-se segundo uma ordem especifica e
constituem a fibra de colagénio. [7].

Duas das cadeias polipétidicas (a;) que constituem a molécula de colagénio sdo idénticas tendo
1056 residuos de aminoacidos e a terceira cadeia polipéptida (az) tem 1029 residuos de
aminoacidos. Mais de 95% dos aminoacidos tém a sequéncia Gly-X-Y. Os restantes 5% da
molécula ndo possuem a sequéncia Gly-X-Y e assim sendo, esta seccdo da molécula ndo ¢
helicoidal tripla.

O colagénio ndo existe no corpo humano na forma de moléculas isoladas.

As moléculas de colagénio unem-se e alinham-se segundo uma ordem especifica formando as
fibrilas de colagénio (fig. 3.1.3).

Dependendo do tecido e da idade, o didmetro de uma fibrila de colagénio varia entre 50 nm e 300
nm (fig.3.1.4).

Estas fibrilas sdo unidades estruturais que se agregam, formando fibras de colagénio como se pode
ver na figura 3.1.3, e em mais detalhe na figura 3.1.4.

As moléculas de colagénio sdo arranjadas em ordens especificas, tanto longitudinalcomo
transversalmente.

A organizagdo das moléculas nas fibrilas ¢ regida pelo tipo de tecido e respectiva fungdo. Podemos

ver em detalhe as fibras de colagénio e a sua estrutura na figura 3.1.5.
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Figura 3.1.5 Esquema que representa a constitui¢iio da fibra de colagénio.[7]

As fibras de colagénio sdo arranjadas em configuragdes distintas em diferentes tecidos dependendo
da sua fung@o. Por exemplo, as fibras de colagénio estdo arranjadas em paralelo nos pois estes sao
solicitados numa tnica direcgdo.

Ja as fibras de colagénio presentes no osso estdo arranjadas de uma forma aparentemente aleatoria
e interconectadas umas com as outras de forma a originar uma estrutura reticular.

Este tipo de configuragdo permite que haja resiliéncia, flexibilidade e elasticidade suficiente no

tecido quando solicitado. [8]
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3.2. Ensaios de degradacio
Para impregnar a matriz cerimica foi utilizada uma solugdo aquosa de colagénio a 20% que foi
preparada com agitagdo manual e a uma temperatura de 70°C. Podemos observar a montagem

experimental da preparagdo da solugdo de colagénio na figura 3.2.1.

Figura 3.2.1 Montagem experimental da preparacio da solugiio de colagénio.

No entanto, antes de impregnar a matriz ceramica com a solugdo de colagénio, alguns testes foram
efectuados para determinar a optimiza¢do da razdo tempo/temperatura de crosslinking que seria
aplicada a solugdo de colagénio de maneira a que esta ndo se degradasse num curto espago de
tempo.

Apoés a preparagdo da solugdo foi necessario pensar no tipo de crosslinking que seria aplicado ao

colagénio: quimico ou térmico.

O crosslinking quimico € executado com a presenga de um agente quimico, neste caso O
glutaraldeido e apresenta uma grande vantagem: o crosslinking obtido ¢ eficiente. No entanto
apresenta uma desvantagem muito séria: este reagente € um agente toxico que reduz a

biocompatibilidade do material tornando-o impréprio para a utilizagdo em implantes.

Assim sendo, optou-se pelo crosslinking térmico que ndo apresenta toxicidade, e executou-se O
procedimento experimental descrito por Ueda et al [9] que € descrito de seguida.

A solugdo - apds a preparagdo - foi congelada (-71°C), submetida ao processo de liofiliza¢do e
posteriormente foi colocada numa estufa de vacuo.

As amostras de colagénio liofilizadas foram submetidas as seguintes temperaturas e tempos de

crosslinking (tabela 3.2.1).
Sandra Teixeira 12




Temperatura Tempo crosslinkin (h)
‘O de g
6h 12h 24h 48h 72h
70 °C v v v - -
100 °C v v v - -
140 °C v v v v v
170°C v - - - -
190°C - v - - -

Tabela 3.2.1 Temperaturas ¢ tempos de crosslinking utilizados para realizar os ensaios de degradacao do
colagénio.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a ensaios de degradagao para ver qual seria a melhor
combinagdio de temperatura/ tempo de crosslinking que deveria ser aplicado aquando a produgdo

dos compositos.

Os ensaios de degradagdo consistiam no seguinte: as amostras foram secas €, apos a pesagem
inicial, foram colocadas em tubos com 2,5mL de 4agua desionisada e sujeitas a uma agitagdo de 100
rpm e a temperatura de 37°C. Os tempos de degradagdo escolhidos foram 1h, 6h, 12h, 24h, 48h e
72h.

De todas as amostras — mencionadas na tabela 3.2.1 — apenas as amostras que sofreram um
crosslinking a temperatura de 140, 170 e 190°C demonstraram uma taxa de degradagdo mais lenta,
tendo as restantes uma taxa de degradagdo de 100% para todos os tempos de crosslinking

experimentados.

Podemos observar de seguida, a figura 3.2.2 que representa a taxa de degradagdo das amostras que

sofreram um tempo de crosslinking de 6, 12, 24, 48, 72 horas a uma temperatura de 140°C.
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Figura 3.2.2 Representacio da perda de massa das amostras de colagénio submetidas a tempos de crosslinking

de 6, 12, 24, 48 ¢ 72 horas a temperatura de 140°C.

Como podemos ver, apenas as amostras que foram submetidas a um tempo de degradag@o de 1 hora
¢ que resistiram ao ensaio sofrendo uma degradagao de 41% (1 hora). (M)
No entanto, as amostras que foram sujeitas a um tempo de crosslinking igual ou superior a 12 horas

a uma temperatura de 140°C resistiram a todos os tempos do ensaio.

Nota-se desde ja repara-se que com o aumento do tempo de crosslinking, a taxa de degradag@o
diminui. Isto acontece devido a forte ligagdo que se estabelece entre as cadeias de colagénio com 0
aumento do tempo de crosslinking. Assim, estando as cadeias mais unidas ¢ mais dificil

proporcionar a sua degradag@o.

A partir de 24 horas de crosslinking, ndo se registam alteragdes significativas na degradacgdo das
amostras, o que leva a crer que este tempo de crosslinking €é suficiente para ser aplicado nos
compositos de hidroxiapatite/colagénio.

De seguida, podemos ver a influéncia da temperatura nas amostras, quando o tempo de crosslinking

é fixo, neste caso, 6 horas (figura 3.2.3).
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Figura 3.2.3 Representagiio da perda de massa das amostras de colagénio submetidas a tempos de crosslinking

de 6 horas a temperatura de 140°C e 170°C respectivamente.

No caso das amostras que sofreram um tempo de crosslinking de 6 horas a temperatura de 170°C, a
degradagdo ja era visivel mesmo a olho nu pois, as amostras ja apresentavam uma coloragdo

castanha escura.

No entanto e como podemos observar na fig. 3.2.3, com o aumento da temperatura de crosslinking

verifica-se uma diminui¢do da degradagao das amostras.

Isto é, com o aumento da temperatura, as cadeias de colagénio ganham mais mobilidade executando

assim um crosslinking mais consistente.

Como podemos observar na figura 3.2.4 a influéncia da temperatura quando o tempo de

crosslinking é fixo, neste caso, 12 horas.

Neste caso, verifica-se o que atras foi referido: com o aumento da temperatura, a taxa de
degradagio diminui se bem que, como podemos ver na fig.3.2.4, a degradagdo na 1" hora das
amostras de 190°C € superior as amostras de 140°C. Mas, ap6s a 1* hora, a taxa de degradacao das

amostras de 190°C é sempre inferior as amostras de 140°C.
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Figura 3.2.4 Representa¢io da perda de massa das amostras de colagénio submetidas a tempos de crosslinking
de 12 horas a temperatura de 140°C e 190°C respectivamente.

Da anélise dos resultados, concluiu-se que a temperatura mais adequada para ocorrer o crosslinking

do colagénio na matriz de hidroxiapatite seria 140°C, tal como Ueda et al referiu [9], e o tempo de

crosslinking devem ser de 12 a 24 horas.

3.3 Anailise FTIR

Foi realizado um ensaio FTIR para observar as diferengas que ocorrem nos picos referentes aos
grupos funcionais quando se varia a temperatura e o tempo de crosslinking.

No entanto, algumas diferengas ja eram registadas a olho nu nas amostras que foram submetidas ao
ensaio FTIR, nomeadamente na sua coloragdo — de amarelo palido a castanho-escuro — como

podemos observar na seguinte figura (figura 3.3.1).

Figura 3.3.1 Amostras de colagénio que foram submetidas ao ensaio de FTIR. Ji ¢ evidente a degradagio do
colagénio como se pode confirmar na coloracio das amostras.
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Podemos observar o espectro do colagénio (p6) que foi utilizado (figura 3.3.2), quando submetido a
temperatura de 140°C (fig.3.3.3). As restantes temperaturas: 70°C, 100 °C, 170°C e 190°C e tempos

de crosslinking: 12 e 24 horas podem ser consultados no Anexo III.
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Figura 3.3.2 Espectro FTIR do colagénio (p6) utilizado.

Observando a figura 3.3.3, podemos verificar que o pico que corresponde a Amida A esta mais
acentuado no caso do colagénio em po (~ 3423 cm™) do que no colagénio que sofreu o tratamento
térmico (~3294 cm™ a ~3307cm™).

Além disso. verifica-se que com a indugio de temperatura, o pico relativo a Amida I torna-se mais
acentuado passando de ~ 1640 cm™ (colagénio em po) para ~1647 cm™ (colagénio submetido a
temperatura de 170°C).

Isto significa que com o aumento da temperatura, o pico correspondente & Amida I ¢ intensificado
devido a combinagdo existente entre os grupos amina e carboxilo. Este fenomeno também explica o
facto do pico da Amida A acentuar-se e deslocar-se para a direita com o aumento da temperatura.
Observa-se também que a regido correspondente ao grupo carboxilo esta um pouco pronunciada no

caso do colagénio em p6 (~1700cm™) e desaparece com o inicio do tratamento térmico.
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Figura 3.3.3 Espectro FTIR do colagénio que representa as variagdes ocorridas nos picos quando o tempo de
crosslinking 6 horas e a temperatura varia de 70 a 170 °C. Legenda: colagénio em pd, colagénio T=70°C ¢ t = 6h,
colagénio T=100°C e t = 6h, , colagénio T=170°C e t = 6h.
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Figura 3.3.4 Espectro FTIR do colagénio sujeito a temperatura de 140°C durante 6, 12, 24, 48 e 72 horas.
Legenda: colagénio em pd, colagénio T=140°C e t = 6h, colagénio T=140°C e t = 12h, colagénio T=140°C e t =
24h, colagénio T=140°C e t = 48h, colagénio T=140°C e t = 72h.

Podemos ver que, com o aumento do tempo de crosslinking (fig.3.3.4), o pico relativo a Amida I
aumenta (~1641cm-1 a ~1647cm™) e o pico da Amida A desloca-se consecutivamente para a direita
e torna-se menos pronunciado (~3432cm™). Esta situagio ja era esperada, visto que com o aumento
do tempo de crosslinking, os grupos das aminas e do carboxilo tem mais tempo para se organizar €
originarem mais amidas, dai o aumento do pico da Amida I.

Além disso, estes resultados confirmam os dos ensaios de degradagao visto que com o aumento do

tempo de crosslinking, a degradagdo das amostras diminui.
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4. Producio do compésito HA/COL

Para preparar 0 composito, preparou-se inicialmente uma solu¢do de colagénio ja anteriormente

descrita. Para a solugdo penetrar em todos os poros foi montado um sistema de vacuo, que pode ser

observado na figura 4.1.

Figura 4.1 Fig.4.2
Podemos ver em pormenor como é que as matrizes ceramicas estavam dispostas no excicador na
figura 4.2.
As matrizes, ja colocadas em recipientes proximos das suas dimensdes, eram mergulhadas na
solugdo de colagénio. De seguida, o excicador foi fechado e ligou-se a bomba de vacuo.

O principio desta montagem é muito simples: o ar ¢ sugado (devido ao vacuo) e a solugdo €
obrigada a penetrar em todos os poros da matriz ceramica. Assim, como o ar abandona a amostra,
todos os poros sdo preenchidos pela solugdo (o vacuo fornecido por esta bomba ¢ de -0,1 bar).
Os compositos formados sio retirados do excicador e colocados no congelador a -71°C, sendo de
seguida liofilizados por um periodo de 24 horas. Apos a liofilizagdo, os compdsitos sdo colocados
na estufa de vacuo na qual irdo sofrer um tratamento a uma temperatura de 140°C e dois tempos de
crosslinking: 12h e 24h. Podemos ver o aspecto dos compositos no seu estado liofilizado (fig.4.3a),
apos o tempo de crosslinking de 12horas (fig.4.3b) e de 24 horas (fig.4.3c) nas figuras seguintes.

2 WA Figura 4.3b Pigsradde -
No entanto, durante a execugdo deste método verificou-se que a solugdo de colagénio gelificava
extremamente depressa (uma hora era o suficiente), o que provavelmente conduzia a uma
impregnagdo pouco extensa da solugdo de colagénio. Assim, além deste método de impregnagao,
foi decidido utilizar uma outra forma de vacuo de maneira a comparar a extensdo da impregnagao:
em vez de utilizar uma bomba de vacuo, a impregnagdo foi executada numa estufa de vacuo
Sandra Teixeira 19




(fig.4.4) a uma temperatura de 50°C (para evitar gelificagéo rapida da solugdo de colagénio). Neste
caso o vacuo aplicado foi de -1 bar.

Os compésitos foram colocados num goblé que continha 10 mL de solugéo de colagénio ficando,
portanto, totalmente mergulhados na solugdo. O goblé foi tapado com PARAFILM e o filme foi
perfurado de maneira a permitir a saida de gases. Apos a impregnagdo (cuja duragao foi de quinze
minutos) os compositos foram imediatamente congelados a uma temperatura de -71°C e
posteriormente liofilizados (24 horas). Para simplificar, a designagdo do método que utiliza a

bomba de vacuo sera método 1 e o método que utiliza a estufa de vacuo sera método 2.

Figura 4.4 Estufa de vicuo utilizada. Fig.4.5 Matriz impregnada com liquido escuro.

Apos a analise SEM, verificou-se que o método 2 (estufa de vacuo) foi mais eficiente como se vera
mais a frente. Um dos obstaculos que se presenciou em ambos os métodos foi a gelificagdo rapida
da solugdo de colagénio. Assim, foi decidido utilizar varias concentragdes da solugdo de colagénio a
fim de comparar a extensio de impregnago. Isto ¢, 2 medida que a solugdo de colagénio gelificava,
a fluidez da solugio diminuia, o que por sua vez prejudica a entrada da solugao para o interior da
matriz. Assim, para aumentar a fluidez prepararam-se duas solugdes aquosas de colagénio com uma

concentragio de 5% e de 1%, tendo sido utilizado o método 2.

No entanto, as solugdes preparadas apresentavam uma cor palida quase transparente sendo dificil
ver a olho nu se no interior da matriz estava algum colagénio depositado. Para ter a certeza de que a
solucdo teria eventualmente passado para o interior da matriz, foi feita a seguinte experiéncia:

Repetiu-se o0 método 2 e em vez de se utilizar a solugdo de colagénio com a concentragdo de 20%,
5% ou 1%, utilizou-se um liquido proximo da fluidez da solugdo de 1% e com uma cor muito
escura. Apos a impregnagdo, secou-se a amostra e cortou-se ao meio para ver se de facto a amostra
exibia a coloragdo escura. Apds o corte verificou-se que a amostra tinha uma coloragio proxima da
do liquido e que a coloragdo diminuia da tonalidade escura para uma tonalidade clara a medida que

examinamos a amostra da periferia para o interior como podemos observar na figura 4.5
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4.1 Ensaios de degradacio

Os compositos obtidos pelo método 1 e que sofreram um tempo de crosslinking de 12 e 24 horas a
uma temperatura de 140°C foram também sujeitos a testes de degradagao.

Os testes de degradagdo foram executados da maneira descrita anteriormente na sec¢do 3.2. Os
tempos de degradagio escolhidos também foram os mesmos: 1, 6, 12, 24, 48 e 72 horas
respectivamente. A taxa de degradagdo dos compdsitos que sofreram um tempo de crosslinking de
12horas a 140°C varia de 6% (1 hora) a 24% (72 horas), e no caso dos compositos que foram
submetidos a um tempo de crosslinking de 24horas a temperatura de 140°C, a sua taxa de
degradagio varia de 4% (1 hora) a 15% (72 horas). De seguida podemos ver na figura 4.1.1 os

resultados desses mesmos testes.
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Figura 4.1.1 Representagiio da taxa de degradacgio dos compésitos que sofreram crosslinking durante 12horas e
24 horas a temperatura de 140°C.

Podemos verificar que com o aumento do tempo de crosslinking de 12 horas para 24 horas, a taxa
de degradagdo do composito diminuiu.

Estes compésitos degradaram-se com mais dificuldade devido ao facto de o seu crosslink ser mais
efectivo e por isso ser mais dificil de quebrar as ligagdes.

Isto é, as cadeias de colagénio tiveram mais tempo para se organizarem e modificarem a sua
estrutura de maneira a ser mais dificil a sua degradagao.

Assim sendo, os compdsitos que reunem as melhores condigdes em termos de degradagao, sao os

compositos obtidos a temperatura de 140°C com tempo de crosslinking de 24 horas.
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Se compararmos estes resultados com os resultados dos ensaios de degradagdo do colagénio nas
mesmas condigdes, verifica-se que no caso do colagénio a degradagdo foi o dobro da obtida pelo

composito (Tabela 4.2.1).

Taxa de Tempo de crosslinking (h)
degradacio (%) 1 6 12 24 48 72

Colagénio
12 h 12% 23% 31% 33% 39% 42%
24 h 8% 17% 19% 24% 25% 26%

Compésito
12h 6% 12% 15% 19% 21% 24%
24 h 4% 10% 14% 14% 15% 15%

Tabela 4.1.1 Comparacio das taxas de degradagiio obtidas para as amostras de colagénio e compositos.

De seguida, podemos comparar a taxa de degradagdo entre as amostras de colagénio e 0S
compositos de HA/COL para tempo de crosslinking de 12 horas e a temperatura e para a

temperatura de 140°C (figura 4.2.2).

50
45 A
40 -
35
30 1 + Colagénio
25 4 Composito

20 x

Perda de massa (%)

15

10 -

Tempo (h)
Figura 4.1.2. Representacio da taxa de degradacio dos compésitos e das amostras de colagénio que sofreram
crosslinking durante 12horas a temperatura de 140°C.

Como podemos observar na figura 4.1.2, a degradagdo do compdsito € inferior a degradagdo das

amostras de colagénio.
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De seguida, podemos comparar a degradagdo que ocorre nas amostras de colagénio e nos
compositos que sofreram um tempo de crosslinking de 24 horas a temperatura de 140°C (grafico
4.1.3).
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Figura 4.1.3 Representacio da taxa de degradacgio dos compdsitos e das amostras de colagénio que sofreram
crosslinking durante 24horas a temperatura de 140°C.

Podemos verificar, apos a observagdo da figura 4.1.3, que a degradagdo do composito € inferior a
degradagdo das amostras de colagénio, além de que, como ja tinha sido referido anteriormente, a
degradagdo deste composito é também inferior a degradagdo do compésito que sofreu um tempo de
crosslinking de 12 horas.

Assim sendo, podemos concluir que o compdsito que apresenta as melhores propriedades, em
termos de degradag@o ¢ o composito cujo tempo de crosslinking € de 24 horas.

No entanto, e para este estudo estar completo, deveriam ser executados ensaios de degradagdo aos
restantes compositos, nomeadamente aqueles obtidos com o método 2 e com concentragdes de 5% e
1%. Além disso, estes ensaios deviam ser executados com outro meio, nomeadamente um meio que

reunisse caracteristicas proximas as dos fluidos humanos, para poder determinar a sua viabilidade.
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4.2. Analise FTIR

Foi efectuada a anélise FTIR dos compdsitos que sofreram um tempo de crosslinking de 12 e 24

horas a temperatura de 140°C obtidos pelo método 1.

2
(%) L

Y T T T T T T T T 40

4000 3600 3200 2800 2400 v 2000 1600 1200 800 400
cm

Figura 4.2.1 Espectro FTIR do colagénio utilizado (p6) e da hidroxiapatite utilizada (p6). Legenda: colagénio,
hidroxiapatite.

Podemos ver na fig.4.2.1 os espectros da hidroxiapatite e do colagénio em sobreposi¢do. Assim
como os espectros relativos aos compositos, que estdo representados na fig. 4.2.2.

Pode-se observar as diferentes bandas caracteristicas de cada grupo: grupo OH a 3571cm™;NH
alongamento a 3418cm™ para a Amida A; CH alongamento a 2925 cm’! para a Amida B; C=0
alongamento a 1655cm™ para a Amida I; deformagdo do NH a 1546cm™ para a Amida II;
deformagdo do NH a 1384cm™ para a Amida II1.

Quanto as bandas caracteristicas da hidroxiapatite, temos as bandas dos fosfatos que se situam entre
1041cm™ e 473 cm™. As bandas referentes aos carbonatos situam-se entre 1400-1580cm™, 1350-
1550 cm™ e 850-890 cm™.

Comparando os espectros dos dois compoésitos (fig.4.2.2) nota-se que o pico referente a Amida I do
compdsito de 24 horas (~1655cm™) esta maior em relagdo ao pico da Amida I do composito de 12
horas (~1646¢m™). Isto indica que, com o aumento do tempo de crosslinking, os grupos carboxilo e
amino tiveram mais tempo para se organizarem e originarem amidas, apresentando assim um pico

de Amida I superior ao do composito de 12 horas.
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Figura 4.2.2 Espectro FTIR dos compésitos que foram submetidos a um tempo de crosslinking de 12 e 24 horas
respectivamente i temperatura de 140°C. Legenda: compdsito T= 140°C e t = 12 horas, composito T=140"C et =
24 horas,

Estes resultados sdo consistentes com os apresentados nos ensaios de degradagdo que confirmam
que com o aumento do tempo de crosslinking, a degradago ¢ inferior.

Outro pormenor interessante que resulta desta jungdo é o facto de o compésito de 24 horas exibir
uma banda mais proeminente da Amida II (~1546 cm™) do que o compésito de 12 horas (que é
praticamente imperceptivel). Quanto as bandas caracteristicas da hidroxiapatite, ndo se verifica
nenhuma alteragdo com o tratamento térmico efectuado, condigdo que ja era esperada. No entanto,
as bandas dos carbonatos sdo dificeis identificar devido a sua sobreposi¢do com as bandas das

amidas.
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4.3 Analise SEM

De seguida vamos observar as fotomicrografias do composito impregnado com uma solugdo de

colagénio (concentragdo de 20%) pelo método 1.

Minlai cemup msilm'vﬁm
Fig.4.3.1a Superficie do compésito liofilizado. Fig.4.3.1b Interior do compédsito liofilizado.

(50X) (200X)

—_— SE1-140_12_
CEMUP ¥50_EU=15KV WD=15mm 1D wn CEMUP x50_E0=15KY WD=15mm

Fig.4.3.2a Superficie do compésito que sofreu Fig.4.3.2b Interior do compésito que sofreu um
um tratamento de crosslinking durante 12h a tratamento de crosslinking durante 12h a 140°C.
140°C. (50X) (50X)

SE1-140_12_ Sup.

Como podemos observar na figura 4.3.1a, o colagénio recobriu praticamente toda e a superficie da
matriz cerdmica, assim como o seu interior (como podemos ver nas figuras IVa e IVb existentes no
Anexo IV). Se repararmos, ja no processo de liofilizagao, ha a formagdo de uma rede de colagénio
dentro dos proprios poros da matriz (fig. 4.3.1b). No entanto, a distribuigo e deposigdo do filme de
colagénio assim como a rede de colagénio ao longo da matriz ndo é homogénea sendo muito densa
na periferia e pouco ou nada densa no interior da matriz. Esta configuracdo pode ser atribuida ao
método de impregnagio utilizado, visto que a matriz ceramica foi impregnada no excicador com a

ajuda de uma bomba de vacuo (método 1).
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Analisando a figura 4.3.2a, podemos verificar que ndo ha diferencas muito significativas entre a
superficie da figura 4.3.2a e a superficie da figura 4.3.1a estando as duas recobertas com colagénio.

O filme depositado na superficie apresenta algumas fendas mas, aparenta elevada compacidade. No
interior do composito verifica-se, como nos anteriores, que a distribuicdo da rede de colagénio
formada ndo é homogénea. Este facto deve-se provavelmente ao método de impregnagdo utilizado:
0 vacuo exercido ndo é muito forte, a solugdo ndo apresenta uma fluidez elevada (devido a
concentragdo) e o colagénio gelifica num curto espago de tempo ndo permitindo uma impregnagao
totalmente homogénea. Podemos ver em detalhe o revestimento de colagénio nas figs IVc e Ivd do

Anexo IV.

SE1-140_24_
— CEMUP 1000 E0=15K¥ WD=15mm

Hon CEMUP 5200 E0=15kY WD=15mm

Fig. 4.3.3a Interior do compésito que sofreu um
tratamento de crosslinking durante 24 h a
140°C. (200X)

Fig. 4.3.3b Interior do compdsito que sofreu um
tratamento de crosslinking durante 24h a 140°C.
(1000X)

Os compositos que sofreram um tratamento de crosslinking durante 24 horas a temperatura de
140°C podem ser vistos na figura 4.3.3. Nestes compositos é evidente a densidade e complexidade
da rede de colagénio formada (fig.4.3.3a). Formam-se “pontes” de colagénio de uma parede do poro
para outra, como podemos ver em pormenor na figura 4.3.3b. Nestas amostras nota-se que a rede de
colagénio formada é mais densa e complexa do que no caso das amostras cujo tempo de
crosslinking foi de 12h, visto que as amostras de 24h tiveram mais tempo para fortalecer o seu
crosslinking. Podemos ver em pormenor a superficie e a distribuigdo da rede de colagénio nas
figuras IVe e IVfdo Anexo IV.

Tendo-se verificado que a distribuigdo da rede de colagénio ndo era homogénea, efectuou-se uma
mudanga de estratégia, com a utilizagdo de uma estufa de vacuo. Assim, de seguida vamos analisar
as fotomicrografias referentes a impregnagdo da matriz através da estufa de vacuo (método 2) com

uma solugdo de colagénio de concentragdo € de 20% (fig.4.3.4a e 4.3.4b).
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Analisando a superficie do compésito liofilizado (fig. IVf do Anexo IV), verifica-se que a
superficie esta recoberta de um modo mais homogéneo do que a superficie do composito da
fig.4.3.1a.

Como podemos ver na figura 4.3 4a, existe no interior dos poros uma rede de colagénio mais densa
do que a da figura 4.3.1b e com uma distribui¢io mais homogénea e dirigida para o centro da
amostra. Este facto deve-se a uma impregnagio mais eficaz que foi obtida pela utilizagdo da estufa
de vacuo. Podemos ver em pormenor o revestimento de colagénio nos poros assim como a
essura

esp na fig. IVg.

i

SE1-3_
CEMUP x200_E0=15KY WD=15mm

SE1-3_
CEMUP x50 E0=15kV WD=15mm

SE1-4_
CEMUP x50 E0=15K WD=15mm CEMUP x200 E0=15KV WD=15mm

Fig.4.3.5a Interior do compésito que sofreu um Fig.4.3.5b Interior do compésito que sofreu um
tempo de crosslinking durante 12 h a tempo de crosslinking durante 12 h a 140°C.
140°C.(50X) (50X)

Na figura 4.3.5a podemos observar no interior do composito o revestimento de colagénio, e ver que

neste caso, ¢ mais solido além de que a rede de colagénio observada nas figuras 4.3.2a e 4.3.2b néo
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se verifica (fig.4.3.5b). A superficie e outros pormenores relativos a este composito podem ser
observados nas figuras [Vh e IVi do Anexo IV.

Como podemos ver nas figuras 4.3.6a e 4.3.6b, ndo ha formagdo de rede de colagénio nesta
amostra. Podemos observar a superficie e a espessura do revestimento de colagénio deste composito

nas figuras IVj e IVk no Anexo IV.

Foma S

SE1-7_
CEMUP x200 EC=15kV WD=15mm

Fig.4.3.6 a Interior do compésito submetido a Fig. 4.3.6b Interior do compésito submetido a
temperatura de 140°C durante 24 horas. (50X) temperatura de 140°C durante 24 horas. (200X)

De seguida vamos analisar as fotomicrografias referentes a impregnagao da matriz através da estufa

de vacuo (método 2) com uma solugdo de colagénio cuja concentragio € de 5%.

2 * : " i =

i .
SE1-2_
CEMUP x50 EO=15ky WD=15mm CEMUP %200 EO=15kv WD=15mm

Fig.4.3.7a Interior do compédsito liofilizado Fig.4.3.7b Interior do compésito liofilizado
submetido a temperatura de 140°C durante 24 submetido a temperatura de 140°C durante 24
horas. (50X) horas. (200X)

Analisando a fig. 4.3.7a e fig.4.3.7b, verifica-se que ha a formagdo de uma rede de colagénio no
interior dos poros ao contrario do que se observa na fig. 4.3.4c na qual existe apenas um

revestimento solido de colagénio. Este facto ¢ consistente com a diminuigdo da concentragdo de
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colagénio, visto que ha um aumento substancial da fluidez da solugdo permitindo ndo s6 um maior
alcance no interior dos poros, como a formagdo de uma rede mais fina.

Podemos ver a superficie deste composito na fig. IVl no Anexo IV.

— ' i " SE1-6_
o] CEMUP x200_E0=15KY WD=15mm

Fig.4.3.8a Interior do compdsito submetido a Fig.4.3.8b Interior do compdsito submetido 2
temperatura de 140°C durante 24 horas. (50X) temperatura de 140°C durante 24 horas. (200X)

Analisando a fig.4.3.8a, podemos verificar que o interior do compdsito apresenta uma rede de
colagénio no interior dos poros (fig. 4.3.8b) que ndo se verifica nos compdsitos obtidos com a
solugdo de colagénio a 20% (fig.4.3.6). Quando comparada com o composito liofilizado, a rede de
colagénio formada no compésito liofilizado (fig.4.3.7b) é claramente mais “aberta” e menos densa
do que a rede de colagénio do composito (fig.4.3.8b). Podemos observar a superficie deste
compésito na fig. IVm do Anexo IV. Vamos analisar de seguida as fotomicrografias referentes a
impregnagdo da matriz através da estufa de vacuo (método 2) com uma solugdo de colagénio cuja

concentragdo € de 1%.

_ Superficie ]
Fig. 4.3.9a Superficie do compésito liofilizado. Fig. 4.3.9b Superficie do co;mulm: E
(200%) (2000X)
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Observando a fig.4.3.9a, nota-se que a superficie do composito liofilizado parece quase indistinta
quando comparada com as superficies dos outros compdsitos. Como se pode reparar, o colagénio
que recobre a superficie tem uma morfologia muito diferente da apresentada nas imagens
anteriores, aparentando que a matriz esta coberta por uma fina “teia de aranha”. Podemos ver em
pormenor esta rede na fig. 4.3.9b, na qual se observa como esta rede (semelhante a uma esponja) se
espalha na superficie e interior dos poros superficiais. Podemos ver em pormenor a superficie nas

figuras IVn e IVo no Anexo IV.

CEMUP x1000 E0=15kv stf:‘l-.’::;m
Fig.4.3.10a Interior do compésito liofilizado. Fig.4.3.10b Interior do compésito liofilizado.
(200X) (1000X)

No interior do composito (fig.4.3.10a) a mesma situagdo se verifica, isto €, todas as imagens sao

completamente diferentes das anteriormente apresentadas. Temos na mesma a formagdo de uma

rede de colagénio, no entanto, esta é caracterizada por sua densidade e por ser extremamente fina,

S CEMUP x1000_E0=15KY WD=15mm

Fig. 4.3.11a Superficie do compésito submetido Fig. 4.3.12a Interior do compésito submetido a
a temperatura de 140°C durante 24 horas. temperatura de 140°C durante 24 horas. (200X)
(1000X)
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SE1-5_
CEMUP x1000 E0=15kv WD=15mm

ity CEMUP x1000 E0=15K WD=15mm
Fig. 4.3.12b Interior do compdsito submetido a Fig. 4.3.12¢ Interior do compésito submetido a
temperatura de 140°C durante 24 horas. temperatura de 140°C durante 24 horas.
(1000X) (1000X)

Na fig.4.3.11a, vemos em pormenor a rede de colagénio que se estende da parede de um poro para a
outra. Comparando com as imagens anteriormente apresentadas nas quais os poros apenas tinham
colagénio revestido e a rede de colagénio estava distribuida de forma heterogénea, observa-se que
na superficie do composito a fina rede de colagénio formada preenche por completo os poros de
uma forma e distribuigdo homogénea. Podemos ver em pormenor a rede de colagénio na figura
4.3.11e verificar que a sua densidade e espessura é extremamente diferente da observada nas
restantes visto que, a superficie das amostras estdo completamente recobertas. Isto representa um
ponto negativo pois ndo € viavel para as células pois, estas tém de migrar do tecido 6sseo para o
nosso implante e vice-versa, no entanto, 0 mesmo ndo acontece com a amostra analisada na figura
4.3.11.a.0Observando o inteiro dos compositos das figs 4.3.12a,4.3.12b e 4.3.12c, podemos ver que 0
colagénio desenvolveu também no interior do compésito uma rede fina, densa e com elevada
superficie especifica. Esta rede € muito diferente da observada nas figuras anteriores, o que
demonstra que o decréscimo da concentragdo da solugdo de colagénio e consequente aumento de
fluidez da mesma influenciou o tipo de rede de colagénio obtida. Com a utilizagdo do método 2
podemos concluir que este método produz uma impregnagdo de colagénio mais eficaz do que a do
método 1, além de que a distribuigdo e forma da rede de colagénio ¢ mais homogénea e fina. Isto €,
a intensidade do vacuo e a concentragdo da solugdo de colagénio sdo os parametros chave da
impregnacdo. Assim, podemos depreender que a concentragio de 1% e a utilizagdo do método 2 s@o
0s parametros mais adequados que foram verificados e analisados neste relatorio. Com estes
resultados seria util a progressdo deste estudo nomeadamente com outras concentragdes de

colagénio.
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S. Conclusio
e A matriz porosa de hidroxiapatite tem micro/macroporosidade e porosidade
interconectada;
o Os melhores resultados foram obtidos com a matriz cujo racio ¢ de 6:4.0,2;
¢ Os melhores compositos foram obtidos com tempo de crosslinking de 24 horas e
temperatura de 140°C;
o A concentraco da solugio aquosa de colagénio que demonstrou ser a mais apropriada é
a de 1%, no entanto seria aconselhavel experimentar outras concentragoes;
e O ambiente criado no interior dos poros parece apropriado para a circulagdo e
ancoragem das moléculas e células;
« Este composito pode ter mais aplicagdes nomeadamente como veiculo de libertagdo de
farmacos e factores de crescimento.
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Anexo I
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Figura 1 Grifico de % relativa da matriz cerfimica 3:3:0,1.

100% -

% cumulativa
2
R

¢ dos poros (um)

Figura 2 Gréfico de % cumulativa da matriz cerimica 3:3:0,1.

30% -
25% A
20% -

15% +

% relativa

10% -

5%

% T T )
100 10 1 01

¢ dos poros (pm)

Figura 3 Grifico de % relativa da matriz cerimica 6:4:0,2.
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Figura 4 Gréfico de % relativa da matriz cerimica 6:6:0,2
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Figura 5 Grifico de % cumulativa da matriz cerimica 6:6:0,2.



ANEXO II



Anexo 11
™

CEMUP x6000 ED=15

. IIb Matriz cujo racio é de 2:2:0,1. (600




ANEXO II1



Anexo ITI
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Figura 1 Espectro FTIR do colagénio sujeito a temperatura de 70°C durante 6, 12 ¢ 24 horas.
Legenda: colagénio em pé, colagénio T=70°C ¢ t = 6h, colagénio T=70°C e t = 12h, colagénio T=70°C
e t=24h,
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Figura 2 Espectro FTIR do colagénio sujeito 2 temperatura de 100°C durante 6, 12 e 24 horas.
Legenda: colagénio em po, colagénio T=100°C e t = 6h, colagénio T=100°C e t = 12h, colagénio
T=100°C e t = 24h,

Se observarmos, ndo existem alteragdes significativas nos grupos funcionais das
amostras quando o tempo de crosslinking varia de 6 para 12 horas.

No caso das amostras cujo tempo de crosslinking € de 24 horas as mesmas alteragdes

referidas anteriormente sdo verificadas, sendo neste caso o pico da Amida I mais



pronunciado (com o aumento da temperatura) do que nas figuras anteriores. Além disso,
o pico da Amida A (~3432cm-1) desloca-se para a direita e fica mais esbatido com o
aumento da temperatura.
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Figura 3 Espectro FTIR do colagénio que representa as variagdes ocorridas nos picos quando o
tempo de crosslinking é de 12 horas e a temperatura varia de 70 a 190 °C. Legenda: colagénio em
po, colagénio T=70°C e t = 12h, colagénio T=100°C e t = 12h, , colagénio
T=190°C e t= 12h,

De seguida estudou-se a influéncia do tempo de crosslinking nas amostras de colagénio

sujeitas a temperatura de 140°C.
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Figura 4 Espectro FTIR do colagénio que representa as variagées ocorridas nos picos quando 0
tempo de crosslinking é de 24 horas e a temperatura varia de 70 a 140 °C. Legenda: colagénio em
po, colagénio T=70°C e t = 24h, colagénio T=100°C e t = 24h,
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Anexo IV

- SE1-140_12_
AL CEMUP x50 E0=15KV WD=15mm

Figura IVa Interior do compésito liofilizado. (50X)

SE1-140_12_
CEMUP x200 EO0=15kvV WD=15mm

Figura IVc Interior do compésito que sofreu um
tratamento de crosslinking durante 12h a 140°C.
(200X)

30um

SE1 - Com_Liof_
CEMUP x1000 EO0=15kV WD=15mm

SE1-140_12_
CEMUP x1000 EO=15kv WD=15mm

Figura IVd Interior do compésito que sofreu um
tratamento de crosslinking durante 12h a 140°C.
(1000X)




SE1-140_24_ sup.
CEMUP x50 EO=15kV WD=15mm

Figura IVe Superficie do compésito que sofreu um
tratamento de crosslinking durante 24h a 140°C. (50X)

SE1-3_ Superficie
CEMUP x50 E0=15kY WD=15mm

S8E1-4_ Superficie
CEMUP x50 EO0=15kv WD=15mm

FigIVh Superficie do compésito submetido a
temperatura de 140°C durante 12 horas. (50X)

SE1-140_24_
CEMUP x50 E0=15kV WD=15mm

Figura IVf Interior do compésito que sofreu um
tratamento de crosslinking durante 24h a 140°C. (50X)

.

-

WA A Iy
ol

N SE1-3_
ekl CEMUP x1000 E0=15kV WD=15mm

Fig. IVg Interior do compésito liofilizado. (1000X)

SE1-4_
CEMUP x1000 E0=15kV WD=15mm

Fig. IVi Interior do compésito submetido a
temperatura de 140°C durante 12 horas.(1000X)



CEMUP x50 Eﬁf:s‘lszg:':gﬁf
Fig. IVj Superficie do compésito submetido a
temperatura de 140°C durante 24horas (50X)
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SE1-2_ Superficie
CEMUP x50 EO0=15kV WD=15mm

(50X)

3, o
SE1-1_ Superficie
CEMUP x50 EO0=15kV WD=15mm

Fig.IVn Superficie do compésito liofilizado.
(50X)

CEMUP x1000 EO=15kV WD=15er
Fig. IVK Interior do compésito submetido a
temperatura de 140°C durante 24horas. (1‘000X

SE1-6_ Superficie
CEMUP x50 EO=15kV WD=15mm

Fig. IVm Superficie do compésito submetido a
temperatura de 140°C durante 24 horas. (50X)6

SE1-1_ Superficie
CEMUP x8000 E0=15kV WD=15mm

Fig. IVo Superficie do compésito liofilizado.
(6000X)
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Anexo IV

SE1-140_12_
CEMUP x200 EO0=15kv WD=15mm

Figura IVc Interior do compésito que sofreu um
tratamento de crosslinking durante 12h a 140°C.
(200X)

SE1 - Com_Liof_
CEMUP x1000 E0=15kV WD=15mm

SE1-140_12_
CEMUP x1000 EO0=15kV WD=15mm

Figura IVd Interior do compésito que sofreu um
tratamento de crosslinking durante 12h a 140°C.
(1000X)
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SE1-140_24_ sup. SE1-140_24_

i CEMUP x50 E0=15Kv WD=15mm s CEMUP x50 _E0=15KV WD=15mm
Figura IVe Superficie do compésito que sofreu um Figura IVf Interior do compésito que sofreu um
tratamento de crosslinking durante 24h a 140°C. (50X) tratamento de crosslinkin
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Fig. IVm Superficie do compésito submetido a
(50X) temperatura de 140°C durante 24 horas. (50X)6
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DRUG DELIVERY

A.C. Queiroz'?, S. Teixeira™?, J.D. Santos'?, F.J. Monteiro™*
' INEB - Instituto de Engenharia Biomédica, R do Campo Alegre, 823, 4150-180 Porto, Portugal;
tel. +351 22 6074984; email: aqueiroz@ineb.up.pt
2 Escola Superior de Tecnologia e Gestéo, Ap 574 , 4901 Viana do Castelo Codex, Portugal
3 Faculdade de Engenharia da Universidade do Porto, R Dr Roberto Frias, 4150 Porto, Portugal

Keywords: Hydroxyapatite, porous, drug delivery

Abstract

Porous hydroxyapatite was prepared in order to be used as a drug carrier and promote bone
ingrowth. For this purpose, the microstructure should have interconnective pores and micro as well
as macro porosity, for bone cell adhesion and bone ingrowth. The porous hydroxyapatite prepared
by this burn out method has shown all these features. For measuring porosity, SEM analysis,
mercury porosimetry and BET were used. FT-IR and XRD analysis revealed that only
hydroxyapatite phase was present, being this result similar to the one found for the dense samples,
as described elsewhere. In what concerns its compressive strength the porous materials showed
sufficient values to withstand manipulation. The morphology obtained appears to be well adapted to

bone growth and drug adsorption.

Introduction

Periodontitis is an oral disease that ultimately promotes bone loss [1, 2]. Current systemic approach
leads to the use of very high dosages of antibiotics, that may induce drug resistance and eventually
its local concentration is lower than the minimum inhibitory concentration (MIC) [3-5]. In order to
obtain maximized local drug delivery, surface area should be as high as possible to provide
accommodation for large content of drugs. This kind of structure can be obtained either by use of
granules or porous materials [6].

As periodontitis in its most severe form produces bone loss, the search for an osteoconductive
implant material is fundamental. In the case of porous materials, the osteocondution may be
favorable or not, depending on the pore type, size and distribution [7-10].

The ongoing search for a porous bioactive material, with adequate mechanical properties, high
surface to volume ratio, and desirable porosity to induce bone in-growth led to the optimisation of
the production method of porous hydroxyapatite (HA).

Hydroxyapatite is a well studied bioceramic widely used as an implant [11-12], and extensively
studied in its porous form [9-10, 13]. The high surface area achieved by this method allows

increased amounts of drug to be adsorbed onto the surface for local release.



Materials and methods

Porous HA samples with approximately 10x10x15 mm were obtained by immersing a polyurethane
(PU) sponge in a slurry at 50 °C. The slurry was obtained by mixing, at 50 °C, commercially pure
HA (Plasma Biotal, P-120), water and a tensioactive agent (LM3 commercial detergent) at pre-
established proportions. After immersion, the PU sponge was removed by the burn out method

using the following burn out/sintering cycle (figure 1).
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Figure 1 — Burn out/sintering cycle for porous hydroxyapatite.

Several HA (g):Water (ml):tensioactive agent (ml) ratios were tested. The best results were obtained
with the 6:6:0.2 ratio. Structural surface characterisation was performed on samples using Scanning
electron microscopy (SEM). Fourier transformed infrared spectroscopy (FT-IR), using the split pea
accessory and X-ray diffraction (XRD) analysis were used. These analysis techniques were carried
out in order to evaluate possible surface chemical modifications induced by the use of both
tensioactive agent and polyurethane sponge. In order to characterise macroporosity and actual
surface area, mercury porosimetry (Micromeritics Mercury Intrusion Porosimeter, PoreSizer 9320)
and BET measurements were carried out. Compressive strength assays were also performed in a
Lloyd LR 30 K tension machine with a load of 5 KN.

Results and discussion
FT-IR results for HA showed the specific peeks for the phosphate (1086, 96, 598, 563 and 465 cm’
'Y and hydroxyl (626 cm™) groups for HA (figure 2).



Intensity (a.u.)

e

1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wave number {cm)

Figure 2 — FTIR of the porous HA sample.
XRD results (figure 3) show the presence of hydroxyapatite, not being different from the

hydroxyapatite detected on dense samples [14], similar results were drawn from FT-IR.
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Figure 3 — XRD analysis of porous hydroxyapatite.

SEM observations revealed an interconnective macroporous structure (figure 4a), but also
microporosity was present (figure 4b). This kind of structure is considered to be adequate, as the
macroporosity induces osteoinduction and the microporosity allows improved cell adhesion [9].

These results were corroborated by the mercury porosimetry were it can be seen that pores are
present ranging for 100 to 1 pm (figure 5), where the majority of pores occurs for 1 pm diameter.
From this technique it was also concluded that the porosity should be of approximately 15 %. Yet,
samples revealed 0.8476 gcm'3 apparent density, that when compared to 2.97 gem™ for dense
samples (Arquimedes method), show a significant difference. From these results it can be inferred
that the porosity of the produced samples is of approximately 73%, instead of the 15% given by the
technique. The difference between these figures, should be accounted by the presence of
interconnected macroporosity, being the 15 % the approximate value attributed to the

microporosity. In fact, SEM analysis produced results leading to the confirmation of this idea, as



larger porous around 150-400 pum are shown. In order to evaluate the actual surface area, BET

measurements were made, and a value of 1.5 m%/g was obtained.

1um

30 um

Figure 4 — Porous HA sample (a) left — interconnected macroporosity; (b) right — microporosity.
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Figure 5 — Porous distribution on HA samples.
Compressive strength results (data not shown) indicated that the porous HA samples present

adequate mechanical strength for manipulation and shaping during surgery and implantation.

Conclusions

With the applied technique for production of porous materials, the results revealed the possibility of
obtaining interconnective pores, with fully reproducible results.

FT-IR and XRD analysis revealed that no chemical modification has occurred during processing
and burn-out of the PU sponge. Mercury intrusion porosimetry, BET and SEM revealed the
presence of micro and macroporosity, adequate for cell adhesion, bone ingrowth and

vascularisation.



High surface area of this material, makes it a good candidate as drug delivery agent. The porous
material showed enough strength to withstand manipulation. Although high loads are expected not

to occur in actual working conditions.
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CONTROLLED RELEASE OF SODIUM AMPICILLIN FROM DENSE AND POROUS
HYDROXYAPATITE

Introduction

Periodontitis is an oral disease that promotes, in its
most severe form, maxillar bone loss. Current
systemic approach leads to the use of very high
dosages of antibiotics and anti-inflammatory drugs.
This may induce drug resistance, and in the case of
antibiotics, eventually occur locally in less than the
minimum inhibitory concentration (MIC).

Polymer porous scaffolds have been widely used for
soft tissue replacement and drug delivery.

By proposing the use of a porous hydroxyapatite
(HA) scaffold the aim is not only to local deliver a
specific drug, in this case sodium ampicillin, a wide
spectrum antibiotic, but also, after delivery, to
continue acting by inducing cell attachment,
osseointegration and vascularisation, promoting
rapid healing of the bone tissue after an efficient
treatment of the periodontitis infection.

Materials and methods

Dense materials were obtained in disc shapes by
uniaxially pressing at 180 MPa, followed by
sintering at 1200 °C, and then milled and sieved until
granules of 250-850 mm were obtained. Porous HA
samples with approximately 5x5x5 mm were
obtained by immersing a polyurethane (PU) sponge
in @ HA slurry at 50 °C. The slurry was obtained by
mixing, at 50 °C, commercially pure HA (Plasma
Biotal, P-120), water and a tensioactive agent at pre-
established proportions. After immersion, the sponge
was squeezed, for excess removal, and dried
overnight. The PU sponge burned out method at 600
°C, followed by sintering at 1300 °C. Sintering
temperature was 100LC higher for porous materials,
to increase mechanical strength.

Several HA(g):Water(ml):tensioactive agent (ml)
ratios were tested, in order to obtain the porous HA.
The best results were obtained with the 6:6:0.2 and
6:4:0.2 ratios. After being characterised in terms of
chemistry and surface, samples were used for drug
adsorption and release according to the following
method. Both dense granules (D) and porous (P66)
samples were put in contact with a 10 mg/mL
sodium ampicillin solution for 24 hours, at 37°C,
with continuous agitation of 250 rpm. The amount of
sodium ampicillin adsorbed was measured from the
supernatant, using UV spectroscopy at 230 nm.
Adsorption in a similar set of porous samples (VP66,
VP64) was carried out in vacuum for 15 min. at
controlled temperature of 37 °C, and then followed
the same method as previously described, being
agitated at 110 rpm, as air bubbles could be
generated by a more vigorous agitation.

Released profiles were obtained using a flow
through dissolution system.

Results and discussion

Previous work has shown considerable increase in
actual surface area, due to the formation of the
porous HA structure (figure 1).

Fig. 1 - Poro 6:4:0. A:}\&;:TA) structure. (SEM image).

The adsorption studies, have indicated that both
granular and porous material could initially adsorb
similar amounts of sodium ampicillin. This being a
very strange result, due to the well known difference
in surface area between these materials, indicated
that ampicillin was not reaching the interior of the
porous structure.
To overcome this problem, vacuum adsorption was
tried for 15 minutes, prior to the standard adsorption
procedure followed in previous experiments. The
resulting adsorption proved to be very effective,
specially in the case of HA sponge prepared with
6:6:0.2 ratio (figure 2).
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Fig. 2 - Sodium ampicillin adsorption onto dense HA granules (D);
porous 6:6:0.2 (P66) and vacuum adsorption onto porous 6:6:0.2 (VP66)
and 6:4:0.2 (VP64).

Sodium ampicillin release tests have been performed
on granules [1], and comparisons are being carried
out on porous materials (VP).

Conclusions

Porous HA showed to be able to adsorb larger
amounts of antibiotic, than granules. Becoming a
better candidate material to be used as a scaffold for
drug delivery in the case of periodontitis.
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